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Resumo

A identificacdo de novos alvos moleculares e de asovVerramentas
terapéuticas é fundamental para aumentar as tarasoblirevida e diminuir a
recorréncia da Leucemia Linfoblatica Aguda de Prsotes B (LLA Prec.-B). A
via de Wnt desempenha papel central no controle déstino celular, da
proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo de diverspgss celulares. Em neoplasias
hematoldgicas, varios autores tém relatado osafala modulacdo da via de Wnt
no comportamento das células tumorais. No entambopapel da via de Wnt na
biologia das LLA Prec-B permanece controverso. Emarajelo, o0s
antiinflamatoérios néo-esteroidais (NSAIDs) sao mpaialmente interessantes na
oncologia, uma vez que diversos trabalhos mostrane @ administracao
prolongada de NSAIDs reduz o risco de desenvolveternninados canceres.
Nosso objetivo foi avaliar o papel da via de Sinagdo de Wnt na manutencao e
na resisténcia as drogas de células de LLA Pree.d®aliar se o uso do NSAID
Etodolac é citotéxico ou citoestatico para as @duleucémicas. A analise de
expressdo génica demonstrou que as células leuaém$éio potencialmente
sensiveis a modulagdo da via de Wnt. A linhagemnN@lé desprovida dé-
catenina enquanto que Nalm-16 apresenta apenasbhdigfo membranar dé-
catenina. A ativagdo canonica induziu morte celdarNalm-16 enquanto que a
inibicdo da via aumentou as taxas de sobrevivégeialar. A ativagcdo da via
candnica aumentou a sensibilidaidevitro de Nalm-16 ao tratamento com VP-16
enguanto que os antagonistas da via induziramtésim a VP-16. Em paralelo,
Etodolac induziu morte celular e reduziu a taxa pieliferacdo em ambas as
linhagens testadas. Coletivamente, nossos resudtalmerem que a ativagao

canodnica da via de Wnt exerce papel supressor m@rt@enquanto que a inibicao
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da via promove a manutencdo da sobrevivéncia dadaséleucémicas. Desta
forma, a ativacdo da via de Wnt pode representamorp alvo terapéutico para
induzir citoreducdo e aumentar a sensibilidade iantpierapia de células de LLA
de Prec.-B. Em adicdo, o uso de Etodolac pode septar um nova ferramenta
terapéutica adjuvante para reduzir a massa tumuslleucemias de precursores

B.
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Abstract

The identification of new molecular targets and ndverapeutic tools is
essencial to increase survival rates and to redetspse of B- cell Precursor
Acute Lymphoblastic Leukemia (BCP-ALL). The Wnt saling pathway plays
pivotal roles on cell fate decisions, proliferatjosurvival and migration of a
variety of cell types. In hematological malignargiemany works have been
related the involvement of Wnt pathway in the babawf cancer cells. However,
its role in BCP-ALL remains controversial. On théher hand, the nonsteroidal
antiinflammatory drugs (NSAIDs) are potentially @islein oncology, since several
epidemiological studies have provided evidence thatiministration of
nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) reduidee risk of cancer onset.
Our goal was to evaluate the role of the Wnt pathwamaintenance of BCP-ALL
cells and resistance to chemotherapy. In additwa, attempted to evaluate the
biological effect of Etodolac treatment on proldéion and cell survival in B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL)I€eGene expression profile
revealed that BCP-ALL cells are potentially senatito modulation of Wnt
pathway. Nalm-16 and Nalm-6 cell lines displayedwldevels of canonical
activation, as reflected by the virtually compledbsence of totap-catenin in
Nalm-6 and thep-catenin cell membrane distribution in Nalm-16 céihe.
Canonical activation induced BCP-ALL cell death ehWnt pathway inhibition
increased cell survival. Canonical activation enteth thein vitro sensitivity of
Nalm-16 to etoposide (VP-16). Conversely, treatmenth canonical antagonists
protected leukemic cells from chemotherapy-inducsell death. In addition,

racemic Etodolac strongly induced cell death innbBCP-ALL cell lines and also
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decreased cell proliferation in Nalm-16 BCP-ALL Icdine. Collectively, our

results suggest that canonical activation of thetVgathway exerts a tumor
suppressive effect, thus its inhibitianay support BCP-ALL cell survival. These
results would support the development of novel ¢ded-therapies capable of
inducing leukemic cell death, and enhancing respotts chemotherapy in BCP-
ALL. Also, we suggest that Etodolac might be eféici as an adjuvant therapy by

reducing tumor bulk.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é o cancer mm@omum da infancia
correspondendo a 80% das leucemias da infanciaca e 30% das malignidades
até os 15 anos de idade, cujo pico de incidéncgapaises ocidentais é entre 3 e 5
anos. Cerca de 20 a 25% dos pacientes adequadammtados apresentam
recidiva da doenca (PUI, 1997). Portanto, a idecdfdao de novos alvos
moleculares e de novas ferramentas terapéuticasm@amental para aumentar as

taxas de sobrevida e diminuir a recorréncia da daen

A via de Wnt esta envolvida com a mediacdo de auoagdo celular
durante o desenvolvimento embrionéario e desempeapal central no controle do
destino celular, da proliferacdo, sobrevivéncia eracdo de diversos tipos
celulares na fase adulta, contribuindo para a mam#o da homeostasia e
regeneracdo. A via de Wnt pode ser denominada c¢eapmuando envolve a
ativacdo de [-catenina ou nao-candnica, quando lemvoutros mensageiros,
como Cd" ou JNK (c-jun NH(2) terminal Kinase) (KUHL, 2002).

A primeira evidéncia do envolvimento da via de W cancer surgiu a
partir da identificacdo de Wnt-1, antes denomin&divl, um gene ativado pela
integracdo do virus de tumor mamario murino (MMT¥m um modelo

experimental de cancer mamario (NUSSE & VARMUS, 208

Em neoplasias hematoldgicas, varios autores télataso os efeitos da
modulacdo da via de Wnt no comportamento das celwlenorais. Nygren e
colaboradores publicaram um trabalho mostrando oW&@&t3a induzia a
translocacdo d@-catenina para o nucleo e inibia a proliferacdovéeas, mas néo

todas, linhagens de LLA Prec.-B (NYGRE®#&t al, 2007). As taxas de morte
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celular ndo foram moduladas pelo tratamento com3A&nEm 2007, outro grupo
de pesquisadores mostrou que a ativacao de cédidasLA Prec.-B com Wnt3a
induziu acumulo de¢i-catenina nuclear e aumento da proliferacdo e sol&rcia
celular (KHAN et al, 2007). Anteriormente, em 2004, um estudo amplo co
amostras de biopsia de medula comparando os nideiexpressdao de ARN
mensageiro e d@-catenina em pacientes com desordens hematolodldds,
LLA, LMC e desordens mieloproliferativas sem cromo®o Philadelphia)
revelou que os niveis do transcrito pleatenina sdo mais elevados em LMA do
qgque nas LLAs. Contudo, a analise da expressao diima indicou auséncia ¢e
catenina nas células neoplasicas da LLA, sugerquma ativacdo da via candnica
ndo desempenha papel central na LLA em contraposioin a LMA (SERINSOZ
et al, 2004). Portanto, o papel da via de Wnt na bidodas LLAs permanece

obscuro.

Dados recentes mas ainda escassos indicam queagaxti ou inibicdo da via
de Wnt pode também modular a sensibilidade a quenapia de diversos tumores.
Dependendo do modelo, essa modulacdo da via patleimefeitos positivos ou

negativos na resisténcia as drogas.

Ohigashi e colaboradores mostraram que a inibad@iozia de Wnt através
da superexpressdao de WIF-1 em células de cancemprdstata aumenta a
sensibilidade dessas células a Paclitaxel, e quse dendmeno envolve a
diminuicdo de atividade de Akt (OHIGASHet al, 2005). Em contrapartida,
células de osteosarcoma transfectadas com Dkk-3 erdicam em apoptose e
possuem resisténcia aumentada quando as célulagris@alas de soro ou quando
sdo expostas a Cisplatina ou Doxorubicina (HOANGal, 2004). De Toni e

colaboradores mostraram em 2006 que a inibicdo idade Wnt através da
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incubacdo com Wnt5a, SFRP-1 ou Dkk-1 induziu résista a Doxorubicina em
células de LMA de forma tdo intensa quanto a adesdlalar a fibronectina.
Apesar dap-catenina ter sido associada como um fator de sol#ecia em
diversos trabalhos com células leucémicas, essegemumostraram que 0s niveis
de pB-catenina estavam muito baixos nos blastos redissertratados com
antagonista de Wnt (DE TONeét al, 2006). Nenhum trabalho publicado até o

momento relatou o papel da via de Wnt na resistédeicélulas de LLA Prec.-B.

Dentre os farmacos ja consagrados na praticacajrms antiinflamatorios
nao-esteroidais (NSAIDs) sdo potencialmente intartes na oncologia, uma vez
que diversos trabalhos mostram uma estreita relagdbe a administracao
prolongada de NSAIDs e a diminuicdo do risco deedeslver determinados
canceres como o cancer coloretal (KUNEal, 1988; ROSEMBERGt al, 1991),
pulmdo (SCHREINEMACHERS:t al, 1994) e leucemia (KASUMet al, 2003).
Dentre esses antiinflamatorios, encontra-se o H&mdousado no tratamento da
osteoartrite, artrite reumatoide e no manejo da afprda por mais de vinte anos
(VETTER et al, 1992). Etodolac é uma mistura racémica de doaBa@meros, R
e S, cada um deles com propriedades farmacologisasmtas (DEMERSONet al,
1993). Os NSAIDs inibem a acédo enzimatica dasooixigenases (COX) (VANE,
1971), que cataliza a formacgao de prostaglandinasmboxano a partir do &cido
araquidénico. A proteina COX-Il é expressa em rdvelevados durante a
inflamacdo e também em processos tumorais, comganoer de colon (JACOBt
al, 1996; BOOLBOL et al, 1996), mama (DUBOISet al, 1994a), pulmao
(DUBOIS et al, 1994b; XIE et al, 1991), pancreas (DUBOI®t al, 1994b) e
mucosas de cabeca e pescoco (dEal, 1991; SHATTUCK-BRANDT et al,

2000; MARNETT, 1992).
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Pesquisadores americanos usaram um inibidor aoad@getodolac, SDX-
308 em células de mieloma multiplo e observaram uniansa diminuicdo da
proliferacdo celular dos tumores (FENgB al, 2007). Recentemente, em dezembro
de 2007, um grupo de pesquisadores alemaes puhblicoastudo de ensaio clinico
de fase | utilizando R-Etodolac em pacientes conCiR. R-etodolac reduziu
significativamente a contagem absoluta de linf&eibms pacientes com LLC-B de
forma dose dependente e induziu resposta parcial@s pacientes num grupo de
43 envolvidos no estudo. Os autores sugerem queeto&®lac € um potencial
agente terapéutico de manutencdo se incorporadopam®colos correntes de
tratamento (JENSEMNt al, 2007).

Assim, tanto a modulacdo da via de Wnt quanto aiactracdo de
Etodolac pode ser de grande valia para a reducd tdaas de recaida e

consequente aumento das taxas de sobrevida dosnpeside LLA Prec.-B.




2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) constitui ugrupo heterogéneo de
doencas caracterizado por proliferacdo clonal decymsores linféides B ou T

acompanhado de bloqueio de diferenciacdo em detewdni estado maturativo.

A LLA é o cancer mais comum da infancia, com frégcia de 1/25.000
individuos do grupo etario de 0 a 14 anos, corredpado a 80% das leucemias da
infancia e cerca de 30% das malignidades até osrids de idade. O pico de
incidéncia nos paises ocidentais € entre 3 e 5.a@esca de 20 a 25% dos

pacientes adequadamente tratados apresentam r@ddidoenca (PUI, 1997).

As manifestacbes clinicas da doenca sdo, em geedlexos de dois
processos: a inibicdo da hematopoese pelas célele€micas e a disseminacéo
destas células por diferentes 6rgaos e sistema&NX] 1996). Essa inibicdo da
hematopoese ndo é somente em decorréncia da oaufiagd@ da medula 6ssea e
da competicdo por nutrientes entre células nornmeaiseoplésicas. As leucemias
subvertem o microambiente medular produzindo crtasique induzem o bloqueio
da hematopoese normal (VIANA, 1996). Apesar de comentre as leucemias
crdénicas, mecanismos compensatorios de hematopodszmedular sdo raros nas
leucemias agudas. Em consequUéncia, o0 quadro lab@akht comumente
apresentado envolve anemia, neutropenia e plageetapcuja apresentacado
clinica se da pela palidez cutaneo-mucosa, infeccde hemorragia,
respectivamente. A presenca de febre pode refl@improcesso infeccioso, que é a
principal causa de morte desses pacientes, comdé&ampode ser devido a

producdo de citocinas pelas células leucémicas ERB®, 2004). Em termos
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gerais, os sintomas apresentados sao inespecifi@spermitindo discernir entre

outras doencas e nem diferenciar os diversos subtle leucemia.

A disseminacdo das ceélulas leucémicas frequenteameteva a
hepatomegalia, esplenomegalia e linfoadenomegapade ainda ocasionar dores
Osseas e artralgia, devido a infiltracdo leucéndiogeriésteo ou das articulagdes.
A invaséo do sistema nervoso central (SNC) podesaaudémitos, cefaléia, rigidez
da nuca e até paralisia. Essa disseminacdo no S&I6 tonseqiéncias
prognoésticas e terapéuticas importantes, uma vezagbarreira hematoencefalica
protege as células leucémicas da chegada da gwmjmha. Dai decorre que o0
SNC é um santuario para as células tumorais. Atiagdo renal é freqiente em
muitos casos mas geralmente ndo ha& consequénciasgcasl relevantes. A
infiltracdo de coracdo e pulmé&o ocorre em todoscasos mas € clinicamente

silenciosa (VIANA, 1996).

Apesar da etiologia da LLA permanecer obscuragscdberta em 1997 por
Gale e colaboradores de que as LLAs pediatricapgésuiam a translocacao
cromossomal MLL-AF4 na fase intra-uterina detectada cartdes de Guthrie de
recém-natos, trouxe nova compreensao para a hast@tural desta doenca (GALE
et al, 1997). Outros trabalhos publicados posteriormel@monstraram que outras
translocacbes comumente encontradas ao diagnostawbém podiam ser
detectadas no sangue ao nascimento, como a tragslocTEL-AML1 (MORIet
al, 2002). De fato, a chance de uma crianca que $&mea univitelina
desenvolver leucemia é 25% maior se o outro jartsido acometido pela doenca
(RIBEIRO, 2004). Apesar da maioria das LLAs sofmara primeira translocacgao
durante a hematopoese fetal, hd casos em que nid@ofssivel detectar a

translocacdo nas amostras de sangue, como nagriEsceré-B com t(1;19) E2A-
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PBX. Ainda, o aparecimento de translocacdesutero parece ser um evento
comum as leucemias de outros subtipos celulares. débudo com pacientes
pediatricos de Leucemia Mieldéide Aguda (LMA) demoos que 50% das
amostras ja possuiam a translocacdo TEL1-ETO nodbes de Guthrie
(WIEMELS et al, 2002). No entanto, outro grupo foi incapaz deedt&r as
translocacbes caracteristicas das LMAs em todogsacgentes incluidos no estudo
(n=13) (BURJANIVOVA et al, 2006). Esses casos negativos podem ser
interpretados tanto como falso-negativos, por fallma sensibilidade da técnica
devido ao pequeno numero de células portando aslbeacdo na amostra, como

também sendo um retrato da heterogeneidade dasrneas.

Ainda que alteracdes cromossdmicas sejam impasamia iniciacdo da
leucemia, sozinhas elas sao insuficientes parargensa doenca francamente
estabelecida, o que sugere que mutacdes coopeyatiiia necessarias para a
transformacéao oncogénica (MULLIGHABt al, 2007). De fato, a variabilidade do
periodo de laténcia da leucemia entre gémeos id&ntque carregam a mesma
translocacdo cromossdmica e a observacdo de quemero de recém-nascidos
gue possuem translocacdes caracteristicas sem destagdo da doenca excede o
risco cumulativo de desenvolvimento de leucemia©RM et al, 2002), indica a
existéncia de um verdadeiro gargalo no processdedeemogénese infantil, no
qual o aparecimento de mutacdes somaticas secasdpdis-uterinas é essencial

na deflagracao da doenca.

Algumas hipo6teses de eventos secundérios tém sigeridas a partir de
estudos epidemioldgicos. A correlagdo entre o elevdatussécio-econdmico e o
risco aumentado de incidéncia de LLA comum (LLAcigere que, pelo menos

neste subtipo, infec¢cbes poderiam desempenhar yal gssencial no disparo dos




8

eventos leucemogénicos. Ainda, alguns autores sugeue a ocorréncia da LLA
seja sazonal, sendo maior o numero de casos nodmeoutono-inverno (KARIMI

& YARMOHAMMADI, 2003), o que corrobora com essa biegse. No entanto,
ainda ha muitas controvérsias a respeito da ocoménle sazonalidade das
leucemias (GAOet al, 2005). De qualquer forma, essa hipdtese sugees aju
auséncia de exposicdo a infeccbes comuns no ponaio de vida favorece uma
resposta imunoldgica desregulada quando a exposic@ore mais tardiamente.
Desta forma, a LLAc seria uma resposta imunolégicapropriada e rara a

infeccbes comuns.

Uma via alternativa levantada, que ndo é mutuaemenxclusiva, € que as
leucemias séo respostas anormais a virus capazéesmdformar células. Apesar
de alguns trabalhos epidemiolégicos demonstrarera qodas migratorias de
populacdes para comunidades previamente isoladasnfeapazes de aumentar a
incidéncia de leucemias, como aconteceu em 1958ndeiro desenvolvimento das
novas cidades britanicas (KINLEN, 1988), nenhumnagestioldgico foi detectado
até o momento. Um estudo que promoveu uma varredorgenoma de pacientes
com LLA né&o foi capaz de identificar a integracde Herpesvirus de forma
diferencial em pacientes em relacdo a populacadralen (MACKENZIE et al,
2001). Mesmo assim, outros agentes etioldgicosisvioa bacterianos ndo podem
ser descartados. Importante salientar que em qaaldas duas hipbteses citadas, a
infeccdo em si é de baixa patogenicidade, o quergugue fatores genéticos ou a
suscetibilidade possuem papel importante no disparama resposta anormal que
culmina na leucemia francamente estabelecida. Gmmge com essa idéia, Taylor
e colaboradores demonstraram que o haplétipo HLAAD@QB1 influencia a

suscetibilidade de meninos ao surgimento da LLAYLAOR et al, 1998).
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A suscetibilidade ao desenvolvimento da LLA tambésta associada a
sindromes genéticas associadas a instabilidadeossomial, como nos casos de
Sindrome  de Bloom, Klinefelter, Noonan, Schwachmémamond,
neurofibromatose, Anemia de Fanconi e Ataxia-Tetmtgsia. A sindrome de
Down também aumenta consideravelmente o riso demedver leucemia, em
especial a megacarioblastica, sendo o risco 20sver@or que o0 da populacdo em
geral. Outras anormalidades genéticas podem predispleucemia, como na
sindrome de Li-Fraumeni, cujos individuos possuemtapdes no gene p53

(RIBEIRO, 2004).

Ainda que a etiologia da LLA seja desconhecidaa emuito claro que
apenas uma fracdo pequena das células leucémicagaz de manter a populacéao
tumoral através de sucessivas renovacdes. A noeagud apenas essa populacdo
rara de células da massa tumoral € capaz de induakpansdo do tumor foi
demonstrado pela primeira vez por Park e colabaedaitilizando células de
mieloma multiplo derivadas de ascite de camundogienas 1 em 10.000 até 1
em 100 células tumorais foram capazes de formadntasin vitro (PARK et al,
1971). Essas células, denominadas coletivamenteétidas-tronco tumorais ou
células iniciadores de tumor, possuem as mesmaacteaisticas definidoras das
células-tronco normais, que sdo a capacidade deranbvacédo ilimitada, a baixa
taxa de proliferacdo e a capacidade de gerar proges que seguem na
diferenciacdo (PASSEGUEt al, 2003). Essas caracteristicas peculiares garantem
a manutencdo do tumor indefinidamente, asseguranmomesensibilidade a
guimioterapia e contribuem para a heterogeneidadeotal ((SUTHERLAND et
al, 1996). O grupo britanico liderado por Allison Blaaracterizou as células-

tronco da LLA PREC.-B, mostrando que as célulasiadoras da leucemia sao
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CD34'/CD10/CD19. Esse trabalho sugere fortemente que sio as sélakturas,
ao contrario das células comprometidas com a liehmagjnféide, que sdo o alvo

das mutacdes oncogénicas (C®©iXal, 2004).

A manutencdo das células-tronco requer um nictpe@$§ico que preserve
as caracteristicas desse tipo celular. Isso imphadiatamente na importancia do
microambiente da medula 0ssea, que possui papealaggr central na progressao
das leucemias. Células da medula 0ssea obtidasadienites com leucemia néao
conseguem se manter por mais de 48 horas em culau@séncia de estroma de
medula (MANABEet al, 1992). Ao contrario, a cultura mista com estrgmeamite
gue essas células se mantenham por longos perigpumschegam até a um ano,
retendo as caracteristicas imunofenotipicas e mtdees observadas ao
diagnéstico (MANABE et al, 1992). Vale ressaltar, no entanto, que um grupo
noruegués conseguiu em 2003 cultivawvitro células de LLA Prec.-B em sistema
independente de estroma, sendo que os pacienws@®dos eram todos com alta

contagem de blastos no sangue periférico (BRUSERU&I, 2003).

A maioria dos trabalhos que avaliaram a clonogelside das células de LLA
Prec.-B em meios semi-sélidos apds uma semana kerawoncluiram que em
media apenas 0.28% das células da massa tumoralapazes de gerar coldnias.
No entanto, a analise clonogénica das células haigs&s co-cultivadas com
estroma de medula éssea mostrou que nesse modeétodaS células em média
eram capazes de produzir colénias, sugerindo queswoma de medula é
fundamental na manutencdo da sobrevivéncia dasasélaucémicas clonogénicas
(NISHIGAKI et al, 1997). E interessante frisar que a incubacio guoaio
condicionado produzido pelos mesmos estromas ndocagaz de manter a

viabilidade das células leucémicas, sugerindo quaesa@ao e/ou fatores
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apresentados por sinalizacdo juxtacrina sdo essiencia manutencdo dessas
células (MANABE et al, 1994). As células estromais também possuem papel

critico na resisténcia a quimioterapia, e esserdsssera discutido na secéao 2.7.

2.2 Classificacao das LLAs:

Dependendo da linhagem celular acometida, as sLlpodem ser
subdivididas em B ou T e possuem caracteristicasdbicas, progndsticas e
terapéuticas distintas. As leucemias bifenotipiBAE sdo extremamente raras e
de curso clinico nebuloso, tendo apenas dois cpabficados até o momento,

um deles pelo nosso grupo (ANEXO 2).

O diagnostico das LLAs é feito através das caréstieas morfologicas
(Figura 1) e imunofenotipicas. A classificacdo netdfica proposta pelo grupo
cooperativo Franco-Americo-Britanico (FAB) em 19@é6revisada em 1981 e
1996, discrimina trés subgrupos (L1, L2 e L3), esujearacteristicas estdo
descritas na tabela 1. A caracterizacdo do subtp@ menos dificil do que a
diferenciacdo dos subtipos L1 e L2. Com excecaaldeB de células maduras
que se correlaciona com a morfologia L3, ndo exwste clara relagcdo entre a
classificacdo morfologica proposta pela FAB e assificacdo imunofenotipica
(BAIN, 1993). Na revisdo da classificacdo das nesids hematoldgicas feita
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 199%ubsipos L1 e L2 foram
considerados indistinguiveis do ponto de vistadyado, clinico e prognéstico,
diferindo apenas na morfologia. Desta forma, ain¢gto entre L1 e L2 nédo €
fundamental para a definicdo da abordagem terapeutilizada. Em relacéo ao
subtipo L3, ha diferencas morfolégicas, biologicasinicas e terapéuticas

claras, sendo considerado uma contraparte leucétoidanfoma de Burkitt.
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Morfologia Caracteristica

Subtinog Fercentual de Casos [infantis)
L1 83-94%

L2 B-15%

L3 1-2%

Células blasticas pequenas e homogénias, com alta
relagdo ndcleo-citoplasmatica, bardos nucleares
requlares, auxéncia de nucléolos, basafilia
moderada & vacuolos ndo proiminentes

Fopulagao celular heterogénea, células blasticas
grandes e pleomarficas, proporgdo ndcleo-
citoplasma baixa, bardos nucleares irregulares,
presenca de nucléolos, basofilia moderada e
vacuolos ndo proiminentes

Fopulagdo homogénea, hlastos de tamanho
intermediario, relagio nicleo-citoplasmatica varidvel,
citoplasma basofilico, vacuolizado e presenca de
miltinlos nucléalos

Tabela 1: Classificacdo morfolégica de LLA deacordo com o grupo

FAB.

Figura 1: Aspirado de medula 6ssea humana normal (esquer@apirado de

medula 6ssea humana de LLA de precursores B (dirsitbtipo L1, LLA Prec.-

B comum). Norm (Normoblasto), Late Nornbate normoblast Normoblasto

tardio), PC Plasma cell Plasmadcito),

Gran (Granuldcito). Note a variedaee

representacdo das linhagens hematopoéticas noadspinormal e a quase

totalidade de blastos linféides leucémicos no agfuirpatoldgico. Coloracédo de

May Grunwald Giemsa. Aumento original: 400X. Fonte:

http://www.hmds.org.uk/
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Antes do advento da tecnologia de citometria dexd]uferramenta
valiosa na avaliacdo individualizada de multiplearacteristicas celulares, a
LLA era classificada em trés subtipos imunoldgicdd:A-T (baseada na
capacidade de formar rosetas em contato com efi®ae carneiros), LLA-B
(baseada na expressdo de imunoglobulinas de sojgrd LLA ndo B néo T.
Com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais eitbometria de fluxo, a
LLA passou a ser caracterizada em relacdo aos phadti estagios de
diferenciacdo. Em 1986, quatro subclasses de leiaseme células B foram

identificadas (FOON & TODD, 1986), a saber:

LLA de célula B precoce (HLA-DRCD19)
LLA de célula Pré-B precoce (HLA-DRCD19" CD10")
LLA de célula Pré-B (HLA-DRCD19'CD10'1gC*IgS)

LLA de célula B madura (HLA-DRCD19'CD10'IgC*IgS").

A atual classificacdo imunologica da LLA-B é mostaana tabela 2

(BENE et al, 1999):
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Tabela 2: Classificacdo Imunofenotipicataal para LLA-B

Cassificagdo oa LLA Marcadores

Frecursor jovern de LLA-B cOD19, COV9a (ocit), CDZ2, Tdt (nue)

(LLA pra-B)

LLA comurm cDMo

LLA Pre-B cadeia p(cit)

Burkitt leukemia Tdt neq, cadeia pesada de lg de superficie,

cadeia leve « F A4, CD10

LLA-B madura slg

Cit=citoplasma; nuc = nuclear; Tdt = terminal deoxynucleotydil transferase; Ig
= imunoglabulina.

A classificacdo de leucemias bifenotipicas necasgite na mesma célula
leucémica sejam identificados marcadores de maismda linhagem, seguindo

os critérios descritos na tabela 3.

Tabela 3: critérios para diagndéstico de Leucemia Agda Bifenotipica

Leucemia Aguda Bifenotipica é caracterizada quandescore € >2 para
linhagem mieldide e para uma das linhagens linfeide

Pontos Marcadores B Marcadores T Marcadores Mie®id
2 CD79a CD3 cit. ou memb. Anti MPO
IgM cit. Anti TCR a/P3
CD22 cit. Anti TCRY/d
1 CD19, CD10, CD2, CD5, CD8, CDh10 CD13, CD33, CD65w
CD20
0 TdT, CD24 TdT, CD7, CD1la CD14, CD15, CD64

CD117
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2.3 Via de Sinalizacdo de WNT

As proteinas Wnt comp8em uma grande familia de owés de sinalizacéo
extracelular altamente conservada encontrada agolade todo reino animal. Suas
implicagcdes numa vasta gama de eventos embrionérerm doencas humanas tém
intensificado as investigacdes sobre essas praedrnsuas redes de sinalizagdo ao
longo das ultimas duas décadas. A classificacdsadeproteinas é definida pela
homologia de sequéncia de aminoacidos e ndo pelapripdades funcionais.
Desta forma, ndo € surpreendente a variabilidadéudedes que essas moléculas
podem exercer, dependendo do contexto em que sengrm. Os membros de
referéncia para essa classificacdo sdo os inicitlenedescritos: Wnt-1 no
camundongo , inicialmente conhecido por Int-1(NUSSEARMUS, 1982; VAN
OOYEN & NUSSE, 1984) e Wingless (WGABRERA et al., 1987; RIJSEWIJK
et al, 1987) emDrosophila MelanogasterO termo Wnt foi cunhado por uma
combinacdo dos nomes dos dois genes.

Wnt é uma glicoproteina secretada rica em cistefu@ em geral contém
cerca de 350-400 aminoécidos, e estd envolvida aamediacdo de comunicacao
celular durante o desenvolvimento embrionario eedggenha papel central no
controle do destino celular, da proliferacao, sels@ncia e migracdo de diversos
tipos celulares na fase adulta, contribuindo pamaamutencdo da homeostasia e
regeneracdo. A via de Wnt pode ser denominada c¢eapmuando envolve a
ativacdo de [-catenina ou nao-candnica, quando lemvoutros mensageiros,
como C&" ou JNK (c-jun NH(2) terminal Kinase) (KUHL, 2002)ma pesquisa
de 2007 dos componentes participantes ou associadds de Wnt listou mais de
50 proteinas atuando nessa sinalizagcao, evidenegiancbmplexidade dos estudos

dessa via. A figura 2 mostra as principais proteieavolvidas na via com seus
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respectivos sitios de ligacao.

O genoma dos vertebrados codifica cerca de dezetipws de fatores Wnt
qgue, por sua vez, se ligam a uma familia de recepterasmembranares do tipo
serpentina chamada frizzled (Fzd). A interacdo dadéculas Wnt com seus
receptores Fzd foi pela primeira vez descrita en®6]l9quando células nao-
responsivas a Wnt deDrosophila Melanogasterforam transfectadas com
moléculas Fzd e passaram a aumentar os niveis |lasto@ticos de Armadillo
(BHANOT et al, 1996). Os receptores Frizzled possuem na porgénaterminal
um dominio rico em cisteina (CRD, do inglés) quee€essario para promover a
interacdo Frizzled e proteinas Wnt. Da mesma forosmreceptores sollUveis de
Frizzled (SFRPs) possuem o dominio CRD e, portardompetem com o0s
receptores ancorados a membrana pela ligacdo deipas Wnt, servindo como
importantes moduladores negativos da via.

A descoberta de que membros da familia das prageingasso relacionadas
ao receptor de lipoproteina de baixa densidade JL9@B também necessarias para
a sinalizacdo celular levantou a idéia de que FzOR® funcionam como co-
receptores da via de Wnt (TAMAdt al, 2000; WEHRLIet al, 2000). De fato, a
ligacdo entre moléculas Wnt e LRP ja foi observadm da interacdo de
moléculas Wnt e as formas solluveis de Fzd e LRPMAA et al, 2000). Alguns
autores sugerem que a interacdo entre Fzd e LR#® sdjciente para induzir
sinalizacdo na auséncia de Wnt, sugerindo que otevehave da sinalizacao da
via de Wnt € a aproximacédo fisica desses dois tecep (GORDON &NUSSE,
2006).

O principal efetor da via canbnica € o fator danscricdop-catenina,

homologo do gene Armadillo em moscas. Na ausénoidighnte, ap-catenina
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citoplasmatica interage com o complexo de proteire3C (Adenomatous
polyposis coli) e Axina que servem de substratoaparatividade quinasica de
GSK-33. A B-catenina fosforilada pela GSK{8 é entdo ubiquitinada e destruida
pelo proteasoma (GORDON &NUSSE, 2006).

Quando os ligantes Wnt estao interagindo com ospteces Fzd e LRP, o
complexo de destruicdo APC/Axina/CK1/GSK2 inibido através da proteina
intracelular Dsh Dishevelled, levando a estabilizacdo dp-catenina e sua
consequente translocacdo para o nucleo, aondentdeage com os membros da
familia de fatores de transcricio TCH (ell factor-) / LEF (Lymphocyte
enhancer factor-), ativando os genes-alvo de Wnt. No nucleop-aatenina
diretamente substitui o repressor transcricionaugho e as histonas deacetilases,
gue formam o complexo repressor e bloqueiam a tragéo génica, e converte
esse complexo em um ativador transcricional, dspdo a producdo de
moléculas-alvo da via de Wnt (DANIELS & WEIS, 200®)igura 3).

Vale ressaltar que outras moléculas possuem paselneial nos mecanismos
de ativacdo transcricional, como Legless (Lgs), dpy (Pygo) e
hyraz/parafibromina, um membro do complexo do faagsociado a polimerase
(PAF1). Toda essa complexidade da atividadedmtenina nuclear contribuiu
para o entendimento de uma das questfes fundammeddasa area, que é explicar
como diferentes tipos celulares respondem de manéo diferenciada a mesma
sinalizacdo de Wnt, disparando transcricdes génttiésrenciais (GORDON &
NUSSE, 2006).

A ativacdo dap-catenina nuclear também pode ser mediada peladam
Kinases-ligadas a Integrinas, cuja ativacao promtremslocacdo de [3-catenina

para 0 nucleo e transcricdo génica pela ligacdo psomotor de LEF-1
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(YOGANATHAN et al, 2000).

De forma antagbnica, as moléculas de caderina apazes de acumular R3-
catenina na porcao interna da membrana citoplasmatique interagem
intimamente com o citoesqueleto e contribui na adelsomotipica. Desta forma,
B-catenina € impedida de ser deslocada para o mlelele contribuir para a
transcricdo génica. Estudos em linhagem de tumdoretal evidenciaram que a
expressdo de E-caderina € capaz de suprimir aftranacdo celular através da
inibicdo da sinalizacdo nuclear @lecatenina, portanto, de forma independente da

adesa@er si(GOTTARDI et al,2001).

A sinalizacdo de Wnt também pode ser antagonizadaDickkopf (DKK),
uma familia de proteinas capazes de se ligaremoa®aeptor de Fzd, LRP, e
bloquear a ligacdo de LRP ao complexo funcional -Wad. DKK-1, o mais
extensivamente estudado membro da familia Dkk, épaeheroso antagonista de
Wnt. Em embrides de vertebrados, DKK-1 esta enwmvina formacao
embrionaria de cabeca, um fendbmeno que envolveilsicdo da via de Wnt

(GLINKA et al, 1998).

A via nao-candnica emDrosophila e vertebrados ainda € pouco
compreendida. A caracteristica fundamental € apeddéncia d@-catenina para
a regulacdo dos processos, tais como ocorre naufmsdo dos vertebrados. As
vias ndo-canbnicas foram denominadas de via Wnti€aé de Wnt/JNK em
vertebrados. De forma breve, a ativacdo da via @Galtio envolve a ligacdo de
Wnt aos receptores Fzd, levando a liberacdo deicéhdracelular e ativacdo de
enzimas-dependentes de calcio, como calmodulinaagei II (CamKIl) e proteina
quinase C (PKC). Essa ativacao leva ao blogueisidalizacdo pop-catenina e a

ativacdo do fator de transcricdo sensivel a cal®N&AT (nuclear factor of
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activated T cells) (KUHLet al, 2000). A via Wnt/JNK também utilizam os
receptores Fzd e o mediador intracellular Dsh, aodb ainda com o
envolvimento das GTPases da familia Rho e das gasmdanus (JNK) (VEEMAN
et al, 2003).

Em termos gerais, as possibilidades dos efeitbslares da sinalizacédo de
Wnt sao vastas, podendo o mesmo estimulo ter sfeatdagdnicos em células
distintas ou em contextos distintos. E a delicadgutacdo das mudltiplas vias
envolvidas combinada com os contextos intracelslateterminados pelos fatores
de transcricdo que governa os efeitos observadostraleda pletora de

possibilidades desta via.
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Figura 2: Diagrama que mostra as principais proteinas enga$/na via de
sinalizacdo de Wnt com seus respectivos sitiosigiecfio aos outros mediadores
da via, exemplificando sua complexidade de inteeacé regulacdo (FUERE®t

al, 2008).
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Figura 3: Modelo resumido da via canbnica de Wnt(A) Na auséncia de
sinal ativador,-catenina é fosforilada e em seguida degradadalosassim TCF
permanece bloqueado. (B) No momento que Wnt se digacomplexo receptor,
induz sinalizacdo que leva a inibicdo de G3K-Besultando em acumulo d&
catenina nao-fosforilada e sua translocacdo parauoleo, que culmina na
substituicdo do inibidor Groucho e ativacdo de TEH em cooperacdo com

multiplos fatores de transcricdo para ativar a scaigdo génica (C) (GORDON

&NUSSE, 2006).
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2.4 Via de Sinalizacdo de WNT nas Neoplasias

Organismos unicelulares crescem e se dividem lishoisaprincipalmente pela
disponibilidade de nutrientes no ambiente, desde @s outras condicdes
ambientais sejam favoraveis a sobrevivéncia. Aotrésio, o crescimento de
células animais é governado por mecanismos queu&aoh para estabelecer e
manter o tamanho ideal e as funcfes de érgdosdiependentes. Células tumorais
subvertem as adaptacfes evolucionarias da multerédiade e retomam o estilo
de vida dos organismos limitados por nutrientes sdmente (HANAHAN &
WEINBERG, 2000). Desta forma, compreender os mexaas moleculares que

governam o crescimento anémalo é fundamental patasenvolvimento de novas

terapias anti-tumorais.

A primeira evidéncia do envolvimento da via de Whd céancer surgiu a
partir da identificacdo de Wnt-1, antes denomin&diel, um gene ativado pela
integracdo do virus de tumor mamario murino (MMT¥m um modelo
experimental de cancer mamario (NUSSE & VARMUS, 2P8&osteriormente, a
proteina APC foi caracterizada como um gene supreds tumor na polipose
adenomatosa familiar, uma sindrome hereditaria @sda com alto risco de
desenvolvimento de cancer coloretal e outros c@sceMutacdes de perda de
funcdo de APC induzem estabilizacaofdeatenina e transcricdo génica da via de
Wnt. A maioria dos tumores esporadicos coloretaigoéve ativacdo constitutiva
da via de Wnt tanto pela perda de APC quanto potagiies que estabilizamfa
catenina (MORINet al, 1997). Experimentos de inibicdo ¢lecatenina nuclear
induziram diminui¢cédo de proliferacdo seguida de tmaelular (SHIHet al, 2000).

A analise da modulacdo epigenética de tumores etdty mostrou a inativagao
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por metilacdo dos promotores dos genes de SFRPsiee agrecuperacdo da
atividade dessas moléculas diminui a formacdo déntas e induz apoptose de

células malignas (SUZUKat al, 2004).

Em neoplasias hematoldgicas, varios autores télataso os efeitos da
modulacdo da via de Wnt na biologia das célulasomais. As células B de
pacientes com leucemia linfocitica crénica (LLC)peessam elevados niveis de
diversos genes Wnt, bem como Fzd3, quando comparadm células B normais
(LU et al, 2004). Ainda, a expressao de LEF-1 é acentuadaé@klas malignas da
LLC-B enquanto que células de pacientes com linforda-Hodgkin de baixo grau
apresentam baixos niveis ou até mesmo auséncieRiemensageiro de LEF-1. A
expressdo de diversos membros da via de Wnt, caweptores Fzd e de co-
receptores LRP pelas células de mieloma multipla @uséncia de expressao
dessas moléculas, com a excecdo de Fzd-3, em sétidalinfoma B sugere
claramente diferencas entre as variadas malignslatke células B (LUet al,

2004).

A estimulacdo da via canbnica com meio condicianate Wnt3a ou
tratamento com LiCl, que mimetiza os efeitos dacaadnica atraveés da inibicao
de GSK-3P e conseqiente estabilizacao ffleatenina, promove aumento da taxa
de proliferacdo celular em células de mieloma mpldtiDERKSENet al, 2004).
De forma anéloga, a ativacdo da via candnica cominibidor farmacologico de
GSK-33 (SB-216763) em células de LLC-B induziu aumentosdbrevivéncia das
células neoplasicas. Em 2002, pesquisadores amegcanostraram que a
sinalizacdo via R-catenina era fundamental paraegulacdo da proliferacao,
sobrevivéncia e adesdo de células da linhagem t{thaA-T) (CHUNG et al,

2002). A inibicao da via produziu bloqueio da pfetacdo e da clonogénicidade,
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diminuicdo da adesdo homotipica entre as propréslas Jurkat apos estimulo
com fitohemaglutinina e aumento da apoptose indugpidr sinal externo (via Fas-
L) (CHUNG et al; 2002). Nas leucémicas mieldides crénicas em diastica, os

progenitores de granulécitos e macréfagos expregsaatenina em altos niveis e
sua inibicdo pela transducdo de Axina com lentwirceduziu a capacidade de

auto-renovacao das células leucémicasitro.

Muitas controversas ha a cerca do papel da vidrdaa de Wnt na LLA.
Em células de leucemia pré-B que carregam a traagbio E2A-PBX1, a proteina
de fusdo resultante ativou a expressao de Wntlssipelmente mediando efeitos
autécrinos (MCWHIRTERet al, 1999). Em 2007, o grupo publicou um trabalho
mostrando que Wn3a induzia a translocaca@-g@atenina para o nucleo e inibia a
proliferacdo de varias, mas nado todas, linhagenkldePrec.-B (NYGRENet al,
2007). As taxas de sobrevivéncia celular ndo foraoduladas pelo tratamento
com Wnt3a. Em 2007, outro grupo de pesquisadorestnmo que a ativacao de
células de LLA Prec.-B com Wnt3a induziu acumulo leatenina nuclear e
aumento da proliferacdo e sobrevivéncia celular ARKH et al, 2007).
Anteriormente, em 2004, um estudo amplo com amssti@a bidopsia de medula
comparando os niveis de expressdao de ARN mensageide B-catenina em
pacientes com desordens hematolégicas (LMA, LLA, @Me desordens
mieloproliferativas sem cromossomo Philadelphiayeteu que o0s niveis do
transcrito de-catenina sdo mais elevados em LMA do que nas LIGmntudo, a
andlise da expressdo da proteina indicou ausénei@-catenina nas células
neoplasicas da LLA, sugerindo que a ativacdo dacamadnica ndo desempenha
papel central na LLA em contraposicdo com a LM@As autores sugerem,

inclusive, que a analise dos niveis @lecatenina possa servir de ferramenta
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diagnoéstica para discriminar LMA de LLA (SERINSGE al, 2004). Congruente
com essa idéia, em dezembro de 2007 foi publicadarabalho mostrando que a
delecdo dep-catenina em células hematopoéticas de camundomgdsziu a
capacidade de formacédo de LLC induzida por pelasiccacdo cromossomal
BCR-ABL (cromossomoPhiladelphia) enquanto que facilitou a progressdo da
LLA induzida pela mesma translocacao (ZHA®al, 2007). Portanto, o papel da
via de Wnt na biologia das LLAs permanece obscurecessitando de estudos

adicionais.

2.5 Apoptose, Necrose e Ciclo celular

A homeostasia dos tecidos é regulada pelo delicadoilibrio entre
proliferacdo e morte celular, e descontroles ddguexr um dos processos pode
contribuir para o surgimento e manutencdo de tusoklém do mais, o
objetivo central da terapia anti-neopldsica é aug@d de morte celular
explorando as diferencas entre tecido normal e a@dte neoplasico. Essas
diferencas estdo intimamente relacionadas ao aelalar, como o tempo de

duplicacéo e a fracdo de crescimento do tumor (HERIt al, 1993).

A apoptose foi inicialmente reconhecida em 1972 paa morfologia
distinta da necrose e nomeada pela designacdo graga “decadéncia” ou

“gueda”, a exemplo das folhas das &arvores no ou{&EdRR et al, 1972).

A apoptose se caracteriza morfologicamente pelamndi@do no tamanho
celular, condensacdo da cromatina com posteriogniemtacdo nuclear e
formacdo de corpos apoptéticos que mantém a irdeded de membrana,
impedindo o extravazamento de proteinas e conségm@mte evitando a

inflamacao (KUMANet al, 2005). Da mesma forma, a integridade de membrana
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impede a entrada de corantes como azul de Trypaaotm®s moléculas, como

lodeto de Propideo.

As células apoptéticas geralmente exibem uma ctagde distinta de
modificacbes bioquimicas que sdo a base das aftesaestruturais descritas
previamente. Um aspecto caracteristico da apopeoaehidrolise das proteinas
envolvendo a ativacdo de varios membros de umali@mé cisteino-proteases
chamadas de caspases. As caspases ativadas clnmainps celulares vitais
tais como laminas, destruindo a estrutura nuclear atoesqueleto (ISRAELS
& ISRAELS, 1999). Além disso, as caspases levantia@do de enzimas de
degradacdo de ADN, chamadas de endonucleases.a@médntos da clivagem
internucleossomal de ADN podem ser visualizados gletroforese em gel de
agarose, com a formacado caracteristica de multilasdas de ADN. Em
contraposicdo, um padrédo “manchado” de fragmentagédear é indicativo de

necrose (KUMANet al, 2005).

Outra caracteristica marcante da apoptose é a peéedassimetria de
fosfolipideos de membrana, devido a externalizagéofosfatidilserina. Esse
evento é crucial para o reconhecimento precoceceéfisas apoptoéticas pelos
macroéfagos, resultando na fagocitose sem a liberalg® conteudos celulares
que induzem a inflamacdo (PLATE&t al, 1998). Esse fendOmeno pode ser
identificado por citometria de fluxo pela marcagédom Anexina V, que se liga
a fostatidilserina (KOOPMANet al, 1994). E importante salientar qua,vitro,
as células apoptéticas sofrem no final do procesgpbura de membrana, o que
é classicamemte conhecido como apoptose secundBdsa condicdo néo
acontecein vivo porque as células apoptéticas sdo fagocitadas apeéss

macroéfagos residentes do tecido (GES&EI, 2002).
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A apoptose em malignidades hematologicas € inicipda pelo menos
duas vias de morte celular, a via mitocondrial &ia do receptor de morte
(SCHIMMER et al, 2001). Ambas as vias convergem através da atovalg
caspases terminais. A via mitocondrial € ativadeavas de p53 por uma
variedade de estimulos, como em caso de dano ao, &ZDf§juanto que a via do
receptor de morte é ativada pela ligacdo dos ligmmta familia de TNF com
seus respectivos receptores. Essas duas vias pasxigdo interconectadas em
algumas situacdes através da ativacdo da molécutaagoptédtica Bid.
Evidéncias indicam que a maioria dos agentes d&rcer ativam a via
mitocondrial (KIM et al, 2002). O tratamento com Etoposide, por exemplo,
ativa a proteina p53, resultando em despolarizagdocondrial e ativacdo de

caspase-3 (KARPINICHt al, 2002).

O ciclo celular é um processo altamente hierargloza controlado no
qual a informacdo genética € transmitida de umaagir a outra.
Classicamente, o ciclo celular é dividido em fageétulas quiescentes estdo em
GO (do inglésGap), as células sofrem influéncias dos fatores desaneento e
outros mitégenos na fase G1, que € maior fase do celular e € aonde ocorre
uma intensa sintese proteica. Induzida pelos mitogeas células sdo impelidas
a entrarem na fase S, de sintese de acido dedmiucléico (ADN). A fase G2
€ o intervalo entre a fase S e a mitose (fase M) mitose ocorre a formacéo do
fuso mitotico, segregacdo da cromatina e divisddulae (ISRAELS &
ISRAELS, 2001). O avanco gradual por essas fasesgélado por pontos de
checagem molecular, que asseguram que todas assetapteriores foram
realizadas com éxito, permitindo assim o avanc@ @aetapa subsequente. Essa

7

checagem molecular é orquestrada pelas ciclinasl&pjuinases dependentes
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de ciclinas (CDKs) e seus inibidores (CKls) (GOLI&S al, 2004). As CDKs
conduzem ao ciclo celular por meio da fosforilagho proteinas-alvo criticas
para a progressdo das células para a proxima fasactb celular (GOLIASet
al, 2004). Elas sédo expressas durante todas as daseislo celular numa forma
inativa e sao ativadas depois de serem fosforilgukdas ciclinas. As ciclinas
sdo assim chamadas porque sofrem ciclos de siptdegradacdo em cada ciclo

da divisao celular.

Os genes responsaveis pela inducdo de proliferaé® coletivamente
chamados de protooncogenes enquanto que sua cartgaputada, responsavel
pelo crescimento celular autbnomo, é denominadordmgene. Nesse grupo se
encaixam as ciclinas, as quinases dependentes dli@asi e diversas outras
moléculas, como RAS e MYC. Em contrapartida, osegenesponsaveis pelo
bloqueio da proliferacdo celular sdo chamados degeupressores de tumor e
mutacdes nesses alvos também levam a descontreledctb celular. Como
exemplo classico, podemos citar a proteina p53, woente chamada de
guardia do ADN, pelo seu papel de promover paraaaido celular quando ha
algum dano no ADN e tentar repara-lo (FISHER, 1992dso esse reparo nao
seja eficiente, a p53 ativa outras proteinas qukizem a apoptose da célula
lesada, impedindo a expansao de células an6malassak da mutacdo na p53
ser a mutacdo somédtica mais comum em tumores, idéimcia de mutacdes
nesse gene em pacientes de LLA ao diagndéstico &abanas aumenta
consideravelmente em células leucémicas de padeste recaida (ZHWt al,

1999).




28

2.6 Histérico e Principios da Quimioterapia no Traamento da LLA

Paul Ehlich observou a concentracédo de determinadeoantes em alguns
microorganismos e imaginou que esta especificiqamtieria ter valor terapéutico
caso fossem identificadas substancias toxicas phextérias. O termo
guimioterapia foi cunhado por ele no inicio do décXX na sua pesquisa por

agentes curativos para a sifilis (EHRLICH, 1907).

Em 1942, Louis Goodman e Alfred Gilman e colegasfio recrutados pelo
Departamento de Defesa dos Estados Unidos paraaawalpotencial terapéutico
de toxinas desenvolvidas para a guerra (CHABNERU&IIDR-ROBERTS, 2005).
Baseados em necropsias de soldados que haviam doona Primeira Guerra
Mundial, Goodman e Gilman lancaram a hipdtese de gunostarda nitrogenada
seria eficiente no tratamento de tumores do tetiidfdide, ja que esses soldados
apresentavam hipoplasia linfoide e mielosupress@®@p6s uma série de
experimentos bem sucedidos em camundongos com #asmtinféides, eles
convenceram seu colega Lindskog, cirurgido toraci@ injetar mostarda
nitrogenada na corrente sanguinea de um paciente lggfoma nao-Hodgkin
(GILMAN, 1963). A massa tumoral linfatica e do maslino regrediram, no
entanto, a remissao durou apenas algumas semairada Assim, a idéia de que
drogas administradas sistemicamente poderiam imdegressao tumoral foi pela

primeira vez lancada (CHABNER & JUNIOR-ROBERTS, 300

A segunda abordagem terapéutica contra o cancere@mmlogo apos a
Segunda Guerra Mundial, quando Sydney Farber, pgista daHarvard Medical
Schoole doChildren’s Hospitalde Boston, investigava os efeitos do &cido folico

em pacientes com leucemia. Sua investigacdo demmnsjue essa vitamina
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estimula a proliferacdo de células leucémicas qoaadministradas a pacientes
com cancer. A colaboracdo de Farber com Harrielteke quimicos do laboratorio
Lederle, levou a sintese de analogos de folatom@iro, aminopterin e depois
amethopterin — metotrexato). Esses analogos foramirdstrados a paciente com
LLA no final dos anos 40 e levaram pela primeira \a&s pacientes de LLA a
remissdo. Apesar de breve, essa remissdo deixao ¢ae agentes antifolatos
poderiam suprimir a proliferacdo de células malgna reestabelecer a

hematopoese normal (CHABNER & JUNIOR-ROBERTS, 2005)

Em seguida, na década de 50, corticosteroides easoslasses de
guimioterapicos tornaram-se disponiveis e tambéduziram respostas parciais
nestes pacientes. Na década de 60, varios grupasvestigadores, incluindo o
grupo liderado por Pinkle, d8t. Jude Children's Research Hospjtal grupos de
estudo cooperativo como®hildren’s Cancer Study Group ECCG), e oPediatric
Oncology Group(POG), desenvolveram o conceito de “terapia totglie consiste
no uso de combinacdes de drogas com diferentes nisgocas de acédo, e
demonstraram o sucesso do uso da poliquimioterapidLA. Na década de 70,
além da introducdo da profilaxia do SNC, tornou-skaro que diversas
caracteristicas clinicas e biologicas tinham imgg@o prognostica, e buscou-se
identificar subgrupos de pacientes com LLA com gisliferenciado de recidiva e
morte relacionada a doenca. Nos anos 80, foramodnzidas as fases de
consolidacdo e intensificacdo do tratamento e odesa@ombinacdo de multiplos
agentes quimioterapicos (KERSEY,1997; RIVERAt al, 1993; GREAVES,
1993). Desde entdo, com o avanco do tratamento da doengaortalidade por

leucemia tem diminuido progressivamente (RIBEIRG0Q4A).

Atualmente, pacientes tratados adequadamente coriqupuioterapia
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apresentam 70 a 75% de sobrevida livre de eventos @nco anos

(KERSEY,1997; RIVERAgt al, 1993; GREAVES, 1993).

Essencialmente, o tratamento quimioterapico atuaakyum evento essencial
para a divisdo celular. O alvo inicial destes agsnvaria amplamente desde o
ataque direto a molécula de ADN a inibicdo do fusitotico, necessario para que
se complete a divisdao celular. Consequentementemadoria dos agentes
guimioterapicos interfere no comportamento celuladuzindo a ativacdo dos
mecanismos de reparo ou iniciando a apoptose, fenéntentral na acdo da
maioria dos agentes quimioterapicos (TABAK, 2008k agentes quimioterapicos

podem ser classificados em trés classes (BRECH, 1966):

Classe | — agente ndo-especificos. Drogas que atleaforma independente
ao ciclo celular, atuando em células quiescented) (& proliferativas

(G1/SIG2/M).

Ex: agentes alquilantes e radiacdo gama.

Classe Il — agentes fase-especificos: Drogas quanatespecificamente em

alguma fase do ciclo celular.

Ex: metotrexato (antimetabdlico andlogo em estat@o &acido félico,
atuando na fase S); Vincristina (atua na fase Mresoé polimerizagdo dos
microtubulos); Etoposide (VP-16), Daurorubicina eauborubicina, todos

inibidores de ADN topoisomerase-Il, atuando na f8s#o ciclo).
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Classe Ill — agentes ciclo-especificos. Atuacadoedeente de ciclo celular

mas sem predilecao por alguma fase especifica.

Ex: 5-fluorouracil

A eficacia do tratamento quimioterapico depende n&omente da
classificacdo correta dos pacientes em grupos ®rio que define os agentes a
serem usados e a intensidade do tratamento, mabétande fatores como o
desenvolvimento de resisténcia as drogas e faiatemsecos dos pacientes, como
a farmacocinética das drogas antileucémicas. Deo, fdtd uma enorme
variabilidade farmacocinética entre pacientes deALlPortanto, a recaida em
alguns pacientes pode ser devido a exposicao inedgde quimioterapico e nao
aos fendmenos de resisténcia. A administracdo iddalizada de metotrexato
calculada pelos parametros farmacocinéticos de padeéente é capaz de produzir

melhores resultados clinicos (RUBNITZ & PUI, 2003).

Ainda assim, o fenbmeno de resisténcia as drogéste&minante do sucesso
da terapia e a compreensdo das suas bases bidégicandamental para a
melhoria da eficacia dos tratamentos e consequenumento das taxas de

sobrevida.
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2.7 Bases da Resisténcia a Quimioterapia

Apesar da eficdcia inicial demonstrada, os resolaterapéuticos obtidos
com 0s primeiros agentes quimioterapicos desengloksieram de curta duragéo e
as recidivas frequentemente associavam-se ao apeetm de células tumorais
resistentes a terapia inicial. De fato, a resis@m@acum Gnico agente terapéutico é
um fendmeno freqiente mesmo em tumores responsGms. a implementacao de
protocolos terapéuticos com multiplos agentes qoierépicos, resultados clinicos
superiores foram alcancados (TABAK, 2004). Esseessa se deve ao fato de que
as populacdes celulares da massa tumoral sdo extrente heterogéneas e,
portanto, portam mutacBes distintas que geram fpast de resisténcia

diferenciados.

O fendmeno de resisténcia as drogas pode ser segin se as células da
populacdo tumoral apresentam a maquinaria de ésigt antes do tratamento, ou
adquirido, ap0s as sucessivas sele¢cfes de submp@eslacom o tratamento
quimioterapico. E importante salientar que a résisia a quimioterapia é uma
manifestacdo intrinseca ao céncer. Mesmo em tumal@snente sensiveis ao
tratamento, como leucemias e linfomas, as célulesplasicas frequentemente
desenvolvem resisténcia durante o curso do trattomemquanto que tecidos
normais igualmente sensiveis, como a medula 60ss#&saraucosas, ndo s6 nao se
tornam resistentes a quimioterapia como podem maade se tornarem mais
afetados durante o tratamento, eventualmente Inddaas opcgbes terapéuticas.
Dessa forma, as mutacdes sométicas e a plasticigedémica associadas ao
cancer sdo as bases da resisténcia as drogaselaegalquirida ou intrinseca. Em

tecidos normais, a resisténcia ndo surge porquexa tle mutacdo € muito baixa
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para permitir defeitos nos elementos genéticos guetrolam a sensibilidade a

guimioterapia (KRUH, 2003).

Em geral, tumores que sdo altamente sensiveis @igwgrapia sao de
crescimento rapido, nédo possuem estagios pré-nadigmeconheciveis e
apresentam anormalidades cromossomais simples. datmaposi¢cao, tumores que
surgem apoés longos periodos de estagio pré-maligpmo o cancer de pulméo e
colon, possuem mais tempo para adquirir mutacbfesde mais instaveis
geneticamente e, portanto, tendem a ser mais g#c@mente resistentes a

guimioterapia (KNUDSON, 2001; KRUH, 2003).

A resisténcia pode se dar tanto pela inibicdo deaela dos farmacos nas
células, como acontece na perda de carreadores rapares para analogos de
nucleosideos (hENT1), aintifolatos (RCF1l) e cisiplat (CTR1) quanto por
mecanismos que aumentem a extrusdo das drogas, @wonaotece via 0S
transportadores ABC (glicoproteina P, MRPs e ABCE&ATB7b, uma bomba que
medeia a extrusdo de cisplatina (KRUH, 2003). Em estudo recente sobre o
papel progndéstico das proteinas de multipla res@dtéas drogas e de proteinas de
apoptose em pacientes com LLA, mostrou que apesarad ter havido nenhuma
diferenca significativa na taxa de sobrevida-lid® eventos em pacientes recém-
diagnosticados, a presenca dessas proteinas pronuwna forte tendéncia de mau
prognéstico nos pacientes em recaida (STYCZYNS®KIal, 2007). Estudos em
linhagens celulares resistentes a quimioterapia trams que o0s efeitos de
resisténcia mediados pelas bombas de efluxo s&ocpl@rmente mais relevantes
em farmacos gue se difundem passivamente pela naralplasmatica. Por outro

lado, as células sdo mais predispostas a adquésisténcia a agentes que

requerem carreadores membranares através da dghmuaiessas proteinas do que
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gerar resisténcia através dos mecanismos de bogquganecessita que um grande

gasto de energia (KRUH, 2003).

Dentro da célula, a atividade quimioterapica dasnfacos que necessitam de
ativacao prévia pode ser modulada pela perda dédatle de enzimas especificas
envolvidas no metabolismo de ativacdo, como no cdso metabolismo de
analogos de nucleosideo (no caso do uso de AraeC,epemplo). Os alvos
moleculares também podem ser modulados, tanto mpeldificacdo dos niveis ou
por mutacdes que as tornam menos sensiveis a &@oipicomo é o0 caso da
camptotecina (ADN Topoisomerase [), epipodofilottas (ADN Topoisomerase
I1), anti-folatos (dihidrofolato redutase), fluoropnidinas (timidilato sintetase) e
Mesilato de Imatinibi (BCR-ABL) (KRUH, 2003). Aindaa redistribuicdo dos
alvos das drogas desempenha papel importante nalag#b da resisténcia, como
acontece na redistribuicdo da ADN Topoisomeras#golhucleo para o citoplasma
e consequente resisténcia aos seus inibidores (@MN,T2003). Uma vez que o
alvo molecular tenha sido atingido, fatores de gi&sicia podem atenuar a
capacidade da célula de sofrer apoptose como pmidapda proteina p53 e dos

pontos de checagem do ciclo celular.

Outra classe de resisténcia envolve fatores qui@entiam a habilidade de
reparo de macromoléculas danificadas pela quimapier Exemplos desse
fendbmeno incluem a perda de enzimas de reparo “atidm, que parecem
conferir resisténcia a fluropirimidinas ou inatidéac de MGMT, que confere
sensibilidade aumentada a certos agentes alqudamie Tabela 4 resume os

principais mecanismos classicos de resisténcia dfagas mais utilizadas na

pratica clinica.

A adesdo de células tumorais entre si também cenfesisténcia as drogas
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citotoxicas e radioterapia. Esse fendmeno € dedigni® resisténcia multicelular e
foi demonstrado em células de cancer de mama gam eesistentes a agentes
alquilantes mas que quando dissociadas e plaqueadasulturas bidimensionais
com crescimento em monocamadas, restauravam abgedeile a quimioterapia
(RADL et al, 1988). Apesar desse efeito ser em parte, medp@daaracteristicas
fisicas das culturas de esferdides, como a baikes@io de oxigénio, nutrientes e
drogas quimioterapicas, nesses modelos ocorre tdeafanducdo de expressao de
genes associados a resisténcia, mostrando que nédo fendmeno indireto dos

sistemas tridimensionais (DALTON, 2003).

O estroma da medula 6ssea também desempenha papeftante na
resisténcia as drogas, através da producédo de olakespecificas e do contato
célula-célula (IWAMOTOet al, 2007; MUDRY et al, 2000; KONOPLEVAet al,
2002). De fato, a medula 6ssea é o sitio de recaids freqiente em LLASs.
MUDRY e colaboradores mostraram que clones leucésngue haviam perdido a
dependéncia do estroma, retinham a habilidade dporeler as interacdes
celulares e o estroma era ainda capaz de proteggradentes quimioterapicos
(MUDRY et al, 2000). Reconhecendo esse importante papel dakséstromais
na terapia anti-tumoral, sistemas de co-cultura cémlas de LLA e estromas tém
sido usados como modelo para teste de drogas qieramicas. Tecidos
peritumorais de outros canceres também sdo capdeemodular a resposta as
drogas. Em um estudo avaliando a resposta de &éhBacarcinoma de colon a
doxurubicina e 5-flurouracil, foram observados #fsi muito diferentes nas
células tumorais de acordo com os sitios de metdstatudados (pulmao, figado e
baco) (FIDLER et al, 1994). Assim, cada microambiente especifico goaer

diferencialmente as respostas a quimioterapia, derndhplicacées clinicas
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importantes no manejo dessas doencas.

A interacao juxtacrina entre estroma e células émicas € fundamental na
inducdo de resisténcia, uma vez que o meio condado de estroma néo é capaz
de modular a resposta a quimioterapia com a mesrensidade de quando ha
contato direto (GIBSON, 2002). Diversos fatores sl@brevivéncia produzidos
pelo estroma tém sido descritos no contexto dast@&scia as drogas em LLA,
como o SDF-1 (e seu receptor CXCR4) e VCAM-1 (e seweptor VLA-4)
(GIBSON, 2002). Em células leucémicas, a producé@dadores de sobrevivéncia
pelo estroma diminui consideravelmente a atividatee caspase 3 durante o
tratamento quimioterapico (FORTNEat al, 2001). Vale ressaltar que a exposi¢cao
intensa do estroma a drogas quimioterapicas, paadém modificar o padrdo de
expressdo dessas moléculas, deixando as célulagncas mais vulneraveis a
guimioterapia. Essa modificacdo do microambientdepexplicar, por exemplo, a
demora na recuperacdo hematopoética dos pacieraeslds com essas drogas,

um dos principais efeitos colaterais do tratamento.

Dados recentes mas ainda escassos indicam queagaxti ou inibicdo da via
de Wnt pode modular a sensibilidade a quimioteragé diversos tumores.
Dependendo do modelo, essa modulacdo da via patleimefeitos positivos ou

negativos na resisténcia as drogas.

Ohigashi e colaboradores mostraram que a inibigiwid de Wnt através da
superexpressdo de WIF-1 em células de cancer dggtadaumenta a sensibilidade
dessas células a Paclitaxel, e que esse fendmemolvena diminuicdo de
atividade de Akt (OHIGASHEt al, 2005). Da mesma forma, Shou e colaboradores
mostraram em 2002 que células de glioblastoma fouttie sdo induzidas a

superexpressar Dkk-1 apdés exposicdo a agenteslattes como Cisplatina e
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Nitrosuréia (BCNU), a Adriamicina, que causa danadativo, dimerizacdo de
Timina e quebra de fitas de ADN e a outros agegmsotoxicos como radiacao
UV e peroxido de hidrogénio (SHO& al, 2002). A transfec¢cdo de uma linhagem
de glioblastoma com baixos niveis endégenos de Dkkm essa mesma molécula
induziu maior sensibilidade a morte celular ind@iglor ceramida (SHOW@t al,
2002), um lipideo que é a unidade estrutural basioa fosfolipideos e que
funciona como mensageiro secundario ativado emordapa diversos estimulos

como por exemplo, aos agentes quimioterapicos.

Em contrapartida, células de osteosarcoma traredast com DKkk-3 néo
entram em apoptose e possuem resisténcia aumempaglado as células sao
privadas de soro ou quando sédo expostas a CisalatinDoxorubicina (HOANG
et al, 2004). Outro grupo de investigadores mostra plalas de cancer de mama
negativas para receptores de estrogénio e pro@esterque cursam com
prognoéstico ruim, expressam preferencialmente Dikdkiando comparadas com os
canceres de mama positivos para esses receptosegutOres sugerem que Dkk-1
seja um potencial marcador prognéstico e diagnostics canceres de mama de

mau prognoéstico (FORGE@8t al, 2007).

De Toni e colegas mostraram em 2006 que a inibd@wia de Wnt através
da incubacdo com Wnt5a, SFRP-1 ou Dkk-1 induziustéacia a Doxorubicina
em células de LMA de forma t&do intensa quanto asadecelular a fibronectina
(DE TONI et al, 2006). Apesar df-catenina ter sido associada como um fator de
sobrevivéncia em diversos trabalhos com célulasc@eucas, esses autores
mostraram que o0s niveis dp-catenina estavam muito baixos nos blastos
resistentes tratados com antagonista de Wnt. Naneéot a inibicao de GSK?3

aboliu a resisténcia a droga tanto induzida porsadecelular quanto pelos
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inibidores de Wnt, sugerindo que GSK8eja o efetor desse fendmeno (DE TONI
et al, 2006). De fato, essa enzima é o elo entre aigm@do de integrinas e da
sinalizacdo de moléculas da via de Wnt. O envolvitnede GSKB na

sobrevivéncia celular € pouco descrito mas reptasema ferramenta terapéutica
interessante uma vez que pode induzir sobrevivépncdiaresisténcia a apoptose
dependendo do estresse ao qual a célula é subm@lidG et al, 2004). A

ativacao de GSK@B leva a ativacdo de NkB, promovendo a sobrevivéncia de

células de LMA apdés a exposicao a quimioterapia {IENI et al, 2006).

Portanto, compreender o0s multiplos mecanismos emo@é com a
resisténcia a quimioterapia € fundamental para atanea resposta terapéutica e

consequentemente o tempo de sobrevida dos pacientes
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Tabela 4: Mecanismos Classicos de Resisténcia a ouoterapia

(Adaptado de HARKERet al, In: Wintrobe’s Clinical Hematology).

Mecanismo Geral Exemplos

Entrada da Droga prejudicada Metotrexato, melphalan

Proteinas de Multipla Resisténcia as Doxorubicina, vincristina,
Drogas actinomicina D, etoposide

Baixa ativacdo da droga 5- Fluorouracil, citosina

arabinosideo

Inativacdo acentuada da droga Citosina arabinosideo agentes
alquilantes

Amplificacdo Génica Metotrexato

Enzima-alvo modificada Vincristina, metotrexato,

hydroxureia, etoposide

Vias alternadas Metotrexato, 5- fluorouracil

Reparo de ADN acentuado Cisplatina, agentes alquilantes
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2.8 Antiinflamatdrios Nao-esteroidais como Nova Feamenta Terapéutica
Anti-tumoral

A busca de novos farmacos menos agressivos e ceitogfcitotoxicos e
citoestaticos é essencial para a otimizacdo danrahto oncoldgico. Dentro dessa
perspectiva, os antiinflamatorios nao-esteroidd®nsteroidal antiinflammatory
drugs, NSAIDspossuem papel relevante.

Os NSAIDs constituem uma vasto grupo de farmacos qoopriedades
analgésicas, antipiréticas e antiinflamatérias NS 1990). Os membros mais
conhecidos dessa familia sdo a aspirina, ibuprofenmaproxen. Muitos estudos
epidemiolégicos tém fornecido evidéncias de quedmiaistracdo prolongada de
NSAIDs possui efeitos profilaticos contra deterndoa canceres como o cancer
coloretal (KUNE et al 1988; ROSEMBERG et al 1991), pulmao
(SCHREINEMACHERS et al, 1994) e leucemia (KASUMet al, 2003). Em
pacientes com polipose adenomatosa familiar, odeséNSAIDs como Sulindac e
Indomethacina pode induzir regressdao dos adenomasse efeito parece ser
mediado pela inducdo de apoptose e bloqueio de® aelular (GIARDIELLO et
al, 1993; HIROTAet al, 1996). Estudos em modelos animais também demamstr
gue esses farmacos podem suprimir a carcinogénes®lon (RAOet al, 1995).
Ainda, diversos estudos mostram que NSAIDs sdozegpde induzir apoptose em
células malignas (DIN@t al, 2004; VOGTet al, 2001).

Etodolac &€ um antiinflamatério néo-esteroidal usado tratamento da
osteoartrite, artrite reumatoide e no manejo da afprda por mais de vinte anos
(VETTER et al, 1982). Etodolac é uma mistura racémica de doaBa@meros, R
e S, cada um deles com propriedades farmacologisasmtas (DEMERSONet al,

1983). Os NSAIDs inibem a acédo enzimatica dasooixigenases (COX) (VANE,
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1971), que cataliza a formacao de prostaglandinasmboxano a partir do acido
araquidénico que, por sua vez, é derivado dos fipdtleos de membrana atraves
da clivagem de fosfolipase A2. COX é transcritaaatip de dois genes diferentes.
As duas proteinas descritas sdo COX-I, constitntmate expressa em todos 0s
tecidos, e a COX-Il, expressa em niveis elevadasarde a inflamacdo e também
em processos tumorais, como no cancer de colon QB\& al, 1996; BOOLBOL
et al, 1996), mama (DUBOI®t al, 1994a), pulméao (DUBOI®t al, 1994b; XIEet
al, 1991), pancreas (DUBOI& al, 1994b) e mucosas de cabeca e pescoco €XIE
al, 1991; SHATTUCK-BRANDTet al, 2000; MARNETT, 1992).

Diversos grupos tém mostrado o potencial impactap@utico dos NSAIDs
em doencas onco-hematoldgicas. Pesquisadores anesicusaram um inibidor
analogo do etodolac, SDX-308 em células de mielomid#tiplo e observaram uma
intensa diminuicdo da proliferacdo celular das ke&utumorais (FENGet al,
2007). Recentemente, em dezembro de 2007, um gitapmesquisadores alemaes
publicou um estudo de ensaio clinico de fase iagildo R-Etodolac em pacientes
com LLC-B (JENSENet al, 2007). O objetivo primario foi avaliar a toleraaca
seguranca e a dose maxima tolerada nesses paciguoi@sdo a droga era
administrada duas vezes ao dia. Os objetivos séowwlforam avaliar a resposta
clinica, as atividades farmacodinamicas (no casoeducdo dos linfécitos) e o
perfil farmacocinético. Os efeitos colaterais foraem geral fracos e auto-
limitantes, apresentando grau 3 e 4 de toxicidadastrointestinal e 3 de
toxicidades dérmica. R-etodolac reduziu significamnente a contagem absoluta
de linfocitos nos pacientes com LLC-B de forma datependente e induziu
resposta parcial em 2 num grupo de 43 pacientesleitos no estudo. Os autores

sugerem que o R-etodolac € um potencial agentgpéetaco de manutencdo se
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incorporado aos protocolos correntes de tratamento.

Diversos autores tém relatado que NSAIDs podemrapga mecanismos
independentes da enzima COX (TEGEDER al, 2001). Isso é claramente
demonstrado em estudos que mostram que NSAIDs sfgmzes de inibir
crescimento de linhagens celulares de cancer dencglie ndo expressdao COX-II
(SMITH et al, 2000). Um desses potenciais alvos é a familia daeptores
nucleares ativados pelos proliferadores de peroxies eroxisome
proliferators-activated receptor; PPARque atuam como fatores de transcricao
dependentes de ligantes. Trés subtipos de PPARnfadentificados ¢, B/3, y) e
possuem distribuicdo variada entre os diferentesdts e estdo associados com
ligantes seletivos. Recentemente, um grupo de tigedores mostrou que PPAR
estd expresso em ceélulas de LLA Prec.-B e que tarfranto com ligantes de

PPARy induz inibicdo do crescimento celular e apopta&&NG et al, 2004).
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3 OBJETIVOS:

3.1 Geral

Esse trabalho tem como objetivo central identificaotenciais alvos
moleculares e novas ferramentas terapéuticas padseuxemia Linfoblastica

Aguda de Precursores B.

3.2 Especificos:

1. Caracterizar o perfil de expressao protéicg-datenina poWestern
Blot e sua distribuicAdo celular por microscopia de
imunofluorescéncia

2. Avaliar os efeitos da modulacdo da via de Wntpmaliferacdo e
sobrevivéncia das células leucémicas, usando aresde inibidores
especificos da via.

3. Avaliar os efeitos da modulacao da via de Wntessténcia a morte
induzida pelo quimioterapico Etoposide nas célulascémicas,
usando ativadores e inibidores especificos da via.

4. Avaliar se GSK-B é capaz de modular a sobrevivéncia das células
leucémicas.

5. Caracterizar o perfil de expressdo de transsrita via de Wng-
catenina, dentre ativadores e inibidores.

6. Avaliar os efeitos do tratamento com antiinflaéreo ndo-esteroidal
Etodolac na proliferacédo e sobrevivéncia das célidacémicas.

7. Avaliar os efeitos da inibicdo da via de COXnld proliferacédo e

sobrevivéncia das células leucémicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens Celulares Leucémicas e Amostras deRies

As linhagens celulares de LLA Prec-B, Nalm-16 e riv&, foram
originalmente estabelecidas do sangue periféricopdeientes em recaida. De
acordo com o critério EGIL de classificacdo, Nalth€l Nalm-6 sdo caracterizadas
como BIlI/ LLA Prec.-B comum (CALLA+) e BIll/ LLA Pec.-B de células pré-B,
respectivamente (MATSUO & DREXLER, 1998).

As linhagens celulares foram mantidas em meio RBRBMO (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de sottalfbovino (SFB; Cultilab,
Campinas, SP, Brasil), 100 U/mL de penicilina sadic, 100 pg/mL
streptomicina, 2 mM L-glutamina, 1 mg/mL pirivate ¢odio, 40 uM aminoacidos
essenciais, e 40 pM aminoacidos néo-essenciaisogtoda Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD, EUA). A densidade 6tima de mangé® foi de 3x10
células/mL e 6x1Dcélulas/mL para a Nalm-16 e Nalm-6, respectivamenom
renovacao integral do meio a cada 3 dias.

A linhagem Jurkat, representativa de LLA-T, foi ialat do Banco de Células
do Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio aeeiro, Brasil). A linhagem
Jurkat foi mantida em meio Iscove's (Gibco-BRL) lempentado com 10% SFB,
100 U/mL penicilina e 100 mg/mL streptomicina. A ndedade O&tima de
manutencdo foi de 3x®0células/mL com renovacdo integral do meio a cada 3
dias.

A linhagem HEK 293T Kluman Embryonic Kidney cellsfpi mantida em
meio DMEM suplementado com 10% SFB, 100 U/mL pdimiai e 100 mg/mL

streptomicina.
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Em todos os casos, o pH foi ajustado para 7,2 tdng/L de bicarbonato de
sédio e as células foram mantida8ZC em atmosfera tmida com 5% €A
viabilidade das células foi monitorada pelo ensdgoexclusdo de Azul de Trypan
e as células quantificadas em camara de Newbauer.

Células de medula 6ssea foram coletadas atravasmleado de medula 0ssea
da crista iliaca posterior de dois doadores de rn@edissea de transplante
alogénico e de cinco pacientes pediatricos com LR#ec.-B (idade média 4,2
anos, faixa 2 meses- 8 anos).

Todas as amostras de pacientes foram coletadas apasentimento
informado, apds aprovacdo do projeto pelo Comité Eteca em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Instituto de Pedia¢ri®uericultura Martagao
Gesteira (UFRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A apgéo € apresentada no

ANEXO 2.

4.2 Separacao Celular por Ficoll-Hypaque-Hystopaque

As amostras foram inicialmente centrifugadas a 468g5 minutos, para a
separacdo e descarte do plasma. A amostra resfantdiluida com PBS e
homogeneizada. Todo o conteddo das amostras ddufda cuidadosamente
depositado em tubos Falcon de 15 mL contendo FidgHaque na proporcédo de
1:3 mL de amostra diluida e centrifugados a 824g J#® minutos a temperatura
ambiente. ApoOs a centrifugacéo, formou-se um ameinterfase do tubo, contendo
as ceélulas mononucleares. Este anel foi cauteloseameecolhido com pipeta
Pasteur e transferido para um novo tubo e o voldonecompletado com meio

RPMI para um volume de 10 mL. O tubo foi homogendiz e centrifugado por 5
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minutos a 463g, 0 sobrenadante foi descartado e@latas foram ressuspensas em
2 mL de RPMI. A viabilidade celular foi avaliadalp ensaio de exclusao de Azul
de Trypan e as ceélulas quantificadas em céamara dwbBuer. As células

mononucleares foram criopreservadas em nitrogégiado até o uso.

4.3 Isolamento de Células CD19

Células B de pacientes com LLA Prec.-B foram pgdflas a partir de
células mononucleares usando o kit de Selecdo Negde Células B da Dynal
(Oslo, Noruega), seguindo as instrucdes do fabteeaApds a purificagcdo das
células mononucleares, as células foram lavadaso8x PBS BSA 0,6% Citrato de
Sédio e centrifugadas a 463g por 8 minutos a 4 A€.células foram entdo
ressuspensas em 200 pL de PBS 0.1 % BSA. Antesidmida selecdo, as beads
foram lavadas para retirar a azida que vem na soluBrevemente, 100 pL de
beads foram transferidos para um tubo, um camponétagp foi aplicado sobre o
tubo com auxilio de um imé& por 1 minuto e a soluclara foi retirada enquanto
0s anticorpos permaneciam aderidos a parede do debmo a presenca do ima.
Em seguida, o ima foi retirado e acrecentado 2 neLRBS 0,1% BSA e o
procedimento repetido. Finalmente, as beads fordmidas em 100 pL de PBS
0,1% BSA. Foram adicionados nessa solucdo contasdmlulas 20 pL de Mix de
anticorpos (anticorpos linhagem-especificos cotitthagens nédo-B) e as células
incubadas por 10 minutos na geladeira.Em seguislaétulas foram lavadas com
PBS 0,1% BSA e centrifugadas a 463g por 8 minu@sobrenadante foi entéo
retirado e as células ressuspensas em 900 pl deOPB% BSA. Em seguida, 100
uL de beads lavadas foram adicionadas as célulasubadas por 15 minutos na

geladeira com rotacdo branda. Posteriormente, mdaséforam ressuspensas com
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cautelosa pipetagem e adicionado 1 mL de PBS 0,18A.BO ima foi entédo
posicionado no tubo e mantido por 2 minutos e aeéddante contendo as células
B isoladas negativamente foi recolhido e transf@pdra outro tubo. A viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio de exclusdo de |Ade Trypan e as células
guantificadas em camara de Newbauer. A pureza qmlpgado selecionada foi
avaliada por citometria de fluxo, através de maficacom CD19. A pureza da

populacao selecionada foi >98%.

4.4 Obtencédo de Estroma de Medula Ossea

Células mononucleares de doadores de medula 6ssam fplagueadas na
densidade de 1,5 x i@élulas em meio Iscove’s suplementado com 10% SPB,
U/mL penicilina sédica G e 100 pg/mL streptomicirgemanalmente, metade do
sobrenadante contendo células ndo-aderentes favieliam e substituida com meio
fresco. Quando as monocamadas foram estabele@dalulas foram dissociadas
enzimaticamente com Tripsina 0,125% / EDTA 0,78 mMlaqueadas nas mesmas
condi¢Bes. Uma vez que macrofagos sdo resistentregséna, apos duas etapas de
replaqueamento foi obtida uma populacdo aderentehe@natopoética, designada
a seguir como “estroma”. A viabilidade das célulasmonitorada pelo ensaio de

exclusdo de Azul de Trypan e as células quantiisagin camara de Newbauer.
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4.5 Ensaio de Microscopia de Imunofluorescéncia guigsicdo de Imagem
Digital

Para a microscopia de imunofluorescéncia, Nalm-b6 $ubmetida a
citocentrifugacdo com 4xfOcélulas nas laminas de vidro desengorduradas e
lavadas devidamente. As culturas foram rinsadas Sohicdo Salina Tamponada
de Fosfato (PBS) e fixadas com 4% de paraformoldeid PBS por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as células fomammeabilizadas com
PBS/Triton X-100 0,5% por 3 vezes (10 minutos caadgmperatura ambiente e
sob agitacdo. As células foram entdo incubadas ananticorpo primario
policlonal antif-catenina (Sigma, C-2206), diluido 1:100 em PBS#bIriX-100
0,5% por 1 hora a 3C. Ap6s as incubacdes, as células foram lavadas com
PBS/Triton X-100 0,5% por 3 vezes (10 minutos) euimadas com o anticorpo
secundario anti-lgG de coelho marcado com FITCuidd 1:100 em PBS/Triton
X-100 0,5% por 1 hora a 8C. Foram realizados experimentos controle somente
com o anticorpo secundario (omitindo-se a incubac@m o anticorpo primério).
Apos 3 lavagens com PBS/Triton X-100 0,5%, inculseuas células com a sonda
fluorescente DAPI a 0,jug/ml em NaCl a 0,9% para revelacdo dos nucleos
celulares. As células foram montadas com lamindkwidro, utilizando-se como
solucdo de montagem: glicerol a 60 %, PPD a 0,0Q28%ropil-Galato a 5% e
DABCO a 0,25% pH 7.5. As células foram observadasuen microscéopio optico
invertido Axiovert 100 (Carl Zeiss, Alemanha), cdittros seletivos apropriados
para fluoresceina e UV (DAPI). As imagens foramwddas com um processador
de imagens Argus 20 (Hammamatsu Photonics, Japéoplado a uma camera
CCD integrada (Hammamatsu Photonics, Japado), esfeadas através de uma

interface SCSI a um computador Dell Optiplex GXZ&mputer (Dell Corporate,
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EUA). As pranchas foram montadas utilizando o paogat Adobe Photoshop 7.0

(Adobe Systems Incorporated, EUA).

4.6 Ensaio déeWNestern Blot

A analise de expressdo da proteflraatenina foi feita através d&/estern
Blot. As células testadas foram primeiramente recolhidas garrafas de cultura,
lavadas 2x em PBS e centrifugadas a 463g por 5 tmsnul,5x10 células foram
lisadas com 100 ul de tampao RIPA gelado (0,05M-HCI pH 7,4, 0,15M NaCl,
1% NP-40, 0,25% deoxicolato de sodio, 2 mM EDTAn@/mL pepstatina, 1 mM
PMSF, 1 mM NaF, 1 mM N&O,) para a extracdo de proteinas. A concentracao
de proteina no lisado celular foi determinado pettétodo de Lowry e
colaboradores (LOWRYet al, 1951). As amostras foram misturadas com tampéao
de amostra (0,02 mM dithiotreitol (DTT); 1,38 mM dbxil sulfato de sddio
(SDS); Tris-HCI 125 mM, pH 6,8 e 20% glicerol) ebsnetidas a eletroforese em
gel de SDS-poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE). A pragao do gel envolve
basicamente duas etapas: o gel de entrada da ammsirgel de corrida. O gel de
entrada da amostra consiste numa preparacao featata de 25mM de Tris/HCI,
pH 6,8/ 0,15% de SDS/ 5% de acrilamida e 0,13% dadsilamida) e o gel de
corrida feito com 0,4mM de Tris/HCI pH8.8/ 0,1% 8®S/ 12% de acrilamida e
0,13% de bisacrilamida. A corrida eletroforéticai foealizada a 100V
(aproximadamente 25mA) em tampao Tris-glicina (25nMs HCI/ 192mM de
glicina/ 3,5mM de SDS) por aproximadamente 2h. Aposorrida, as proteinas
foram transferidas por corrente elétrica para memar de nitrocelulose
(HybondTM-P, Amersham Biosciences, S&o Paulo, Bra® gel foi embebido em

tampao de transferéncia (25mM de Tris/HCI/ 192mMgtieina/ 20% de metanol,
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3,5mM de SDS) juntamente com a membrana de nitubae¢. O gel foi colocado
em contato com a membrana e a transferéncia sesai-aeorreu por 1h e 30 min a
2mA por cnf de membrana. Apés a transferéncia, a membranamdabada com a
solucao de bloqueio TBSt (20mM de Tris/HCI pH 7187mM de NaCl com 0,1%
de Tween 20), acrescidos de 5% de leite em p6 dadoapor 1h, lavada com
TBSt por trés vezes e incubada durante a noit€Cachm o anticorpo policlonal
primario parap-catenina (Sigmadiluicdo 1:2000). O anticorpo monoclonal anti-
pan-actina (clone C4, ChemicorHofheim, Alemanha, diluicdo 1:2000) foi
também empregado para comparar o carregamentoldamEs ser feita a retirada
do anticorpo primario anti-catenina da membrana com 50 mL de NaOH 1M por
3 min. e a membrana ter sido em seguida lavadazBsveom TBST 1X por 5 min.
Apés a incubacdo com os anticorpos primarios, a branma foi lavada novamente
trés vezes com TBSt e incubada com o anticorpo rekio anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase ou com o amiceecundario anti-lgG de
coelho conjugado a peroxidase, de acordo com capd primario utilizado em
cada momento (Promega, Madison, WI, EUA). Os ampios secundarios foram
utilizados na diluicdo de 1:2000 por 1h a tempea@mtmbiente. Apos a incubacéao
com o secundario, novas lavagens foram feitas c&8tTe por fim a membrana
foi revelada através do método de intensificacdoqdamioluninescéncia pelo
luminol (SuperSignal West Pico, Pierce, EUA). O at& consiste na oxidacdo de
luminol, reacdo catalisada pela peroxidase, em eprges de peroxido de
hidrogénio. Intensificadores quimicos sustentanmassédo de luz do luminol que
imprime as bandas correspondentes as proteinasouetectadas em filmes auto-
radiograficos (Kodak). Esses filmes foram entdocetasios e fixados com material

especifico Kodak. A andlise de intensidade das adsnmdsultantes foi feita com o
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software Image J (NIH) e os resultados foram exgossem unidades arbitrarias

(AU).

4.7 Producédo de Meio Condicionado de Wnt3a

Células L de camundongo transfectadas com Wnt3@/r{t3a) e células L nado
tranfectadas (L-controle) foram obtidas da Ameridgmpe Culture CollectiofATCC,
Manassas, VA, EUA) e cultivadas em meio Dulbec@@MEM; Sigma), suplementado
com 10% FBS, 4 mM L-glutamina, 100 U/mL penicil@d 00 pg/mlstreptomicina. Com
0 objetivo de selecionar as células satisfatoriden&mansfectadas com os plasmideos, a
linhagem L-Wnt3a foi mantida em meio de culturateado 0,4 mg/ml G-418 (Gibco-
BRL). Apés 1 semana de expansdo e selecdo, amxdhdam lavadas 2X com PBS,
dissociadas enzimaticamente com tripsina (tripstha25% EDTA 0,78 mM) e
replaqueadas para obtencédo de meio condicionatlé/det3a ou L-controle coletados de
acordo com as instru¢cdes do ATCC. Brevemente, lalasdoram plaqueadas em diluicdo
1:.10 em 10 mL de meio sem G-418 e mantidas poagl giara expansédo. O meio de cada
linhagem celular foi coletado e substituido porrl0 de meio fresco e as células foram
mantidas por mais trés dias. A segunda bateriartdio coletada e as células descartadas.
Ambas as baterias foram misturadas, filtradas ibetarte (0,2 um) e armazenadas em -
20°C até serem usadas. A atividade do meio condidio foi testada pelo ensaio reporter

de TCF/LEF associado a Luciferase como descriggaiss
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4.8 Transfeccao e Ensaio de Atividade da Luciferase

2x10° células HEK 293T luman Embryonic Kidney cell$pram cultivadas
em placas de 96 pocos em meio DMEM contendo 10% &teBatingirem 80%
confluéncia. Nesse momento, foram transfectadas glasmideos de pGal (para a
expresssao def-galactosidase), pFop-Flash (controle negativo €pdrter com
uma mutacao no sitio de ligacdo de TCF/LEF) e pFlash (reporter contendo o
sitio de ligacdo normal de TCF/LEF), usando Lip¢éecina 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). A mistura de ADN/Lipofectamif@ adicionada as células e
mantida por 6 horas a 32. Apds esse tempo, foi adicionado meio DMEM com
10% SFB e as células foram deixadasernight para se recuperarem. No dia
seguinte, as células foram incubadas por 18 hosas 0% de meio condicionado
de células L-Wnt3a ou L-controle. Apds o periodoimeubacédo, as células foram
lisadas com tampéo de lise RLBRdporter lysis bufferPromega, Madison, WI,
USA). ApOs a lise das células, as amostras forammaaenadas a -70°C até o
momento da leitura. Para o controle da tranfecgdibjzamos a leitura em
espectrofotdmetro a 415 nm da atividadepdgalactosidase tendo como substrato
2-Nitrofenil B-D-galacto piranosideo (ONPG) em solucdo conten@onM de
Na,HPO4, 10 mM de M KCL, 0,5M de MgG| 40 mM de NaHP@ 1mg/mL de
ONPG e 0,35 % dp-mercaptoetanol.

A atividade de Luciferase foi detectada com a aaligé 100 puL de enzima-
substrato luciferina de acordo com o protocolo dbricante e 20 pL de amostras
foram lidas no Lumindmetro Tecan GENIOS (Tecan Grdud., Mannedorf,
Suica). As emissfes luminescentes foram medidasummumindémetro. Para a
normalizacdo dos resultados, o index de atividadelutiferase foi calculado

dividindo os valores de luciferase pelos valoregdmlactosidase.
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4.9 Modulacéo da Via de Wnt

A linhagem Nalm-16 foi plaqueada na densidade de BO® cells/mL em
placas de 24 pocos na presenca ou auséncia e MOetoposide (VP-16,
Oncosideo; Quiral Quimica SA, Juiz de Fora, MG, djae 10% de meio
condicionado de L-controle ou L-Wnt3a, conformeiaadio.

Para testar o efeito das proteinas purificadasrobfgracdo e sobrevivéncia
celular, foram adicionados a cultura a proteinaboara Wnt3a, ou a proteina néo-
candnica Wnt5a ou os inibidores classicos da vigneca (Dkk-1, SFRP-1), todos
adquiridos da R&D Systems Minneapolis, MN, EUA edgss na concentracéo de
100ng/mL. Para investigar o potencial papel de GBKna sobrevivéncia da
Nalm-16, foi adicionado a cultura Cloreto de Lit{idigma) na concentracdo de 3

ou 5 mM, conforme indicado.

4.10 Tratamento com Antinflamatério Ndo-esteroidal

O antiinflamatério ndo-esteroidal Etodolac racémig®igma-Aldrich) foi
usado como modelo. A droga foi inicialmente dissbdv em dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma-Aldrich) e diluida em meio de cultun@ediatamente antes do uso.
As linhagens Nalm-16 e Nalm-6 foram plaqueadas mmsitlade de 3xf0
células/mL em placas de 24 pocos. As células fomatadas com 100, 250 e 500
UM de Etodolac e comparadas com as células-contmd@tidas em DMSO,
utiizando o mesmo volume que havia sido adicionadoculturas tratadas com
Etodolac. Em paralelo, as linhagens celulares tamb@dram tratadas com 10 uM
de NS-398 (Biomol, Plymouth Meeting, PA, EUA), umikidor especifico da

enzima COX-Il e a proliferacdo e sobrevivéncia &sas como descritas a
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seguir.

4.11 Ensaio de Apoptose

ApOs 24, 48 e 72 horas de cultura, as células focatatadas e distribuidas
em tubos Falcon de 15 mL, lavadas 2X com PBS eahidade foi medida por
ensaio de exclusdo de Azul de Trypan. Foi feitalduparcacdo com Anexina V-
FITC (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) para @duapoptoticas e lodeto de
Propidio (PI; Sigma) para células em necrose fitofde acordo com instrucdes
dos fabricantes. Brevemente, cerca de fxt6élulas em 100 pL de tampédo de
Anexina V (10 mM HEPES, 140 mM NaCl e 2.5 mM CaCpH 7.4) foram
transferidas para um tubo de FACS. Em seguida, 3ig@ilAnexina V diluida 1:10
foi adicionado e as ceélulas incubadas por 15 misudaotemperatura ambiente
protegidas da luz. Em seguida, as células foransusgmsensas em 400 pL de
tampao de Anexina e marcadas com Pl (0,0005 pp/mediatamente antes da
aquisicdo. As amostras foram adquiridas no citomete fluxo FACSCalibur
(BDB, San José, CA, USA) em plataforma Machintostilizando-se os canais
FL1 (verde) para Anexina V e FL2 (vermelho) parad$8ndo coletado um total de

30.000 eventos.

4.12 Analise de Ciclo Celular

O conteudo de ADN foi monitorado por citometria fliexo apdés marcacao
com Pl de acordo com o protocolo de Vindelov e botadores (VINDELOVet
al, 1983) em 24, 48 e 72 horas. Brevemente, em tw®ogitometria, cerca de

1x10° células foram centrifrugadas a 400xg a 15 °C. 8abpellet foi adicionado
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1 mL de CCPIS Cell Propidium lodide Solution composta de 50 pug/mL de
lodeto de Propidio, 100 U/mL de RNAse A em PBS pX (7,4). As células foram
entdo vortexadas e a aquisicdo feita imediatamapigs a adicdo da solucédo
usando o canal FL3 (vermelho) do aparelho de FACE8lulas com contelddo
subdiploide, apresentando pico em sub-GO foramuddak da analise de ciclo
celular. Um total de 10.000 eventos foi adquiridm gate de células viaveis. Os
dados de FACS foram analisados usando o softwarfeidpt (Cytognos,

Salamanca, Espanha).

4.13 Isolamento de Acido Ribonucléico (ARN) Total

Cerca de 5x1Dcélulas (CD19 de pacientes, linhagens celulares ou estroma
de medula 6ssea) foram recolhidas, lavadas 2x cBf & adicionadas a 1 mL de
solucdo de Trizol. As amostras foram homogeneizabes para desfazer os
complexos nucleoproteicos. As amostras foram cadpd a -20 °C até seu uso.
Ao descongelar, as amostras foram mantidas em sgpqor 10 minutos a
temperatura ambiente, e em seguida foi adicionagd ML de Cloroférmio
(Merck) para cada 1 mL de Trizol. Os tubos foranitatps por 15 segundos e
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Seguida, os tubos foram
centrifugados a 16024 g por 15 minutos a 4 °C. gefaquosa foi entéo retirada,
recolhendo-se aproximadamente 500 pL dessa fasesdgmida, foi acrescentado
500 pL de alcool isopropilico (Merck) a fase agyoss tubos homogeneizados e
incubados por 10 min. a temperatura ambiente . tsos foram entao
centrifugados a 16024 g por 10 min sem refrigerac@osobrenadante foi retirado

e adicionado 1 mL de etanol 75% diluido em agua odietilpirocarbonato
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(DEPC) , as amostras foram vortexadas e centrdfagaa 5232 g por 5 min. O
sobrenadante foi retirado com cuidado epallet foi deixado por 15 min. para
evaporar o alcool. Apés esse periodo, a ARN todaldiluido em 10 pL de agua
DEPC e estocado a -20 °C. Antes da sintese de ADARN foi quantificado por

espectrofotometria a 260 nm.

4.14 Sintese da Fita de ADN complementar (ADNc)

A sintese de ADNc foi realizada a partir de 2 pgadeostra de ARN total.
Primeiramente, o ARN foi desnaturado a 65°C por riithutos e tranferido
rapaidamente para o gelo apds esse procedimentsegmida, a fita de ADNc foi
sintetizada adicionando a solucdo de ARN, 1 ulpdemer oligo-DT (500 ug/mL,
Invitrogen) e 1 pL da enzima MMLV-TR 200 U/miMploney murine leukemia
virus — transcriptase reversdnvitrogen), 0,01M de DTT, 0,5mM de cada dNTP
(Invitrogen), tampéo da enzin{invitrogen) e HO DEPC qg.s.p. O volume final da
reacdo era de 20 pL e a sintese da fita foi feitamte 2 horas a 39°C. Apés este
periodo a reacado foi interrropida através da incdbadas amostras por 10

minutos a 90°C.

4.15 Reacdo em Cadeia da Polimerase-Transcriptager® (RT-PCR)

Para comprovar a integridade das amostras de ADdcrealizada a RT-
PCR para amplificacdo do gene GAPDH, cuja express&onstitutiva e ubiqua
sendo considerado portanto um gdrmisekeepingApos confirmada a eficiéncia
de transcricdo, as amostras foram testadas pargeass de interesse deste
trabalho. Para todos os genes, a reacdo foi pazhdai da mesma forma,

mudando-se apenas os oligonucleotideos iniciad@mmers) utilizados. A tabela
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5 apresenta a sequUéncia giémers a temperatura de anelamento e o tamanho do
produto amplificado. Foram adicionados em cada tdeoPCR, 0.05 U/uL da
enzima TAQ-polimerase (Cembf3t™y, 20 pL de Mix de PCR e 2 uL de ADNCc.

A reacdo em cadeia da Polimerase foi feita na terchador TGradient (Biometra,
Gottingen, Alemanha). A reacédo foi feita em 5 (oph@assos: (1) desnaturacéao
inicial a 96°C por 1 minuto (2) 34 ciclos de desmatdo a 96°C por 30 segundos,
(3) anelamento a Temperatura Ideal (TM) por 45 sdgs, (4) e extensdo a 72 °C
por 1 minuto, (5) extensao final a 72°C por 5 masut Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agar@se(l@vitrogen) diluida em
TAE, corado com brometo de etideo 0,17 ug/mL (Arans Biosciences) diluido

em TAE e visualizado em transiluminador.

Tabela 5: Oligonucleotideos Iniciadoresrifners) usados na deteccdo d
membros da via de Wnt
Primer Senso (5'- 3") Anti-senso (5’-3") Tm  Tamanho do
Produto
Amplificado
Whnt5a TTTTTCTCCTTCGCCCAGGTTGGCTCATGGCGTTCACCA 57.5 358 pb
GT C
Wnt3a CTTTGCAGTGACACGCTCAT GTGCTTCTCCACCACCAT®63 234 pb
CT
Fzd-3 GCTGTACTCACAGTTAACAT GCTAAAATACCCTTGCTG 56 455 pb
G ATTT
LEF-1 CCAGCTATTGTAACACCTCA TTCAGATGTAGGCAGCT 57.5 420 pb
GTC
Dkk-1 TGGTCCAAGATCTGTAAACC CTGGCTTGATGGTGATCT 67.5 149 pb
TGTCC TTCTGTA
SFRP-1 CCAGTTTGCATTTGGATGTG GGTCAGAACGGCCAGTA57.5 187 pb
TGT
SFRP-2 GCCTCGATGACCTAGACGAGGATGCAAAGGTCGTTGT 57.5 152 pb
CCT
GAPDH ATCACCATCTTCGAGGAGCG CCTGCTTCACCACCTTCT 57.5 571 pb
TG
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4.16 Analise Estatistica

A significancia estatistica foi determinada usamdteste T ndo-pareado e o
teste ndo-paramétrico Mann-Whitney (Prism 2.01wgafe; GraphPad, San Diego,
CA, USA), conforme indicado. Resultados coRx0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 A linhagem Nalm-6 apresenta baixos niveis decatenina enquanto que a
linhagem Nalm-16 expressa elevados niveis @gecatenina membranar e
auséncia da proteina no nucleo.

Tendo em vista que [&catenina € a molécula central na ativacdo canbuéca
via de Wnt, nosso primeiro objetivo foi avaliar apeessdo e distribuicao d&
catenina nas linhagens de LLA prec.-B.

Ensaios deNestern Blotmostraram que a linhagem Nalm-6 apresenta niveis
extremamente baixos da proteifiacatenina enquanto que a linhagem Nalm-16
apresentou elevados niveis dessa proteina, comngbatém os niveis encontrados
na linhagem Jurkat, na qual essa molécula é sal@dm importante na
manutencdo da sobrevivéncia. A figura 4D apresamagel representativo do
ensaio deWestern Blote a figura 4E apresenta o grafico dos niveis deresséo
de B-catenina em dois experimentos independentes.

No entanto, a presenca flacateninaper sendo indica se essa proteina esta
no ndcleo ou na membrana, aonde exercem papéi® rdifgrentes. A marcacao
por imunofluorescéncia revelou que na linhagem N&Bnap-catenina encontra-
se basicamente confinada ao complexo de adesOedame membranares. A
figura 4A apresenta a marcacdo pfiraatenina, a figura 4B a marcacado nuclear

com DAPI e a figura 4C apresenta a sobreposicédandeas as imagens.
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Figura 4: Perfil de Expressdo dep-catenina Total nas Linhagens de
LLA Prec. B. Microscopia de imunofluorescéncia pdtaatenina total (A), DAPI
(B) e imagens sobrepostas (C) na linhagem Nalm{B&rra = 5 pum). Como
mostrado, grande parte da expressaopdatenina esta localizada na membrana
celular (setas). A Andalise d@/estern Blotparap-catenina total mostrou que a
linhagem Nalm-6 (N6), ao contrario da Nalm-16 (N1é)virtualmente desprovida
dessa proteina (D). Para esses experimentos, agémh Jurkat foi usada como
controle positivo. Os niveis dg-catenina total (média + desvio-padrdo) de dois
experimentos independentes (expresso em unidadéstraaras; A.U.) sao

mostrados no painel E (< 0.0001 - N6 versus N16).
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5.2 Ativacado da via candnica de Wnt induz morte calar na linhagem Nalm-
16 enquanto que Wnt5a e Dkk-1 aumentam as taxas dsobrevivéncia
dessa linhagem

Com o intuito de investigar o papel da ativacdovdacandnica de Wnt na
sobrevivéncia das células de LLA Prec. B, a linmagelular Nalm-16 foi tratada
tanto com o ativador candnico Wnt3a quanto comnalsidores dessa via (Wntba,
Dkk-1 e SFRP-1). Em todos os casos, a concentratdiouso das proteinas
recombinantes purificadas foi de 100 ng/mL. O nlmnele células totais foi
determinado por ensaio de exclusdo de Azul de Trypa analise de apoptose foi
feita por citometria de fluxo utilizando os marcaddnexina V e PI.

A figura 5A apresenta o indice de variacdo de Vidade, obtido a partir do
numero de células Anexina-NPI" totais. O valor da mediana das células sem
tratamento (controle) € 1, usado como referéncia malcular os outros valores
das células tratadas com os moduladores da viagwkd 5B apresenta o perfil de
apoptose por citometria de fluxo. Como observadesas figuras, a incubacao
com o agonista Wnt3a claramente induziu morte eelula linhagem Nalm-16,
diminuindo em até 50% a populagdo viavel em 48 &oror outro lado, a
incubacdo com Wnt5a ou Dkk-1 foi capaz de aumeasataxas de sobrevivéncia
da Nalm-16 em relacdo ao controle.

Apesar de SFRP-1 na concentracdo testada ter mdostwama peguena
tendéncia de aumento da taxa de sobrevivéncia, umah diferenca
estatisticamente significativa foi observada (FagbrA e B).

ApOs a ativagcdo canbnica de Wnt, G$K@ inibida através da proteina
intracelular Dsh Dishevelled, levando a estabilizacdo dp-catenina e sua
consequente translocacdo para o nucleo, aondentdeage com os membros da

familia de fatores de transcricdo TCH (ell factor-) / LEF (Lymphocyte
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enhancer factor-}, ativando os genes-alvo de Wnt. Desta forma, diewms

investigar se a inibicdo da enzima GSK-8duz atividade citotoxica semelhante
ao tratamento com Wnt3a. A inibicdo da enzima fleita com LIiCl, na

concentracdo de 3 ou 5 mM. A figura 6 apresentadados dessa inibicéao,
realizada com 10% de SFB (6A e 6B) ou com 1% de %68 e 6D). Esse
tratamento claramente diminuiu a sobrevivéncia legluem todos os casos
testados, sustentando a idéia que a atividade dK-IBSé importante para
modular a sobrevivéncia das células leucémicas réeupsores B. Vale ressaltar
qgue a morte celular foi mais pronunciada na mermrcentracdo de SFB (Figura
6C e 6D). Esses resultados sugerem que a inibigdaalcandnica de Wnt exerce

papel importante na manutencao das células leu@anme precursores B.
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Figura 5: Wnt3a induz morte celular na linhagem Nain-16 enquanto que

Wnt5a e DKk-1 aumenta a sobrevivéncia celularA linhagem Nalm-16 foi

tratada com a proteina recombinante purificada \Wntgjonista da via candnica,

ou com 0s antagonistas classicos conforme indicAdaabilidade foi monitorada
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por citometria de fluxo com marcacdo de Anexina-WPle A ativacdo candnica
reduziu a sobrevivéncia celular das células leucéamienquanto que Wntba e
Dkk-1 aumentaram as taxas de sobrevivéncia dadasfwmorais. SFRP-1 néo
apresentou impacto significativo nas taxas de sobéacia. A taxa de variacao
de viabilidade foi obtida a partir do niumero absolde células Anexina-YPI
(painel A, unidades arbitrarias) de trés experimennhdependentes realizados em
triplicata (médias e erros-padrdo sdo mostradognadico). O valor da mediana
das células sem tratamento (controle) é 1, usadwocmferéncia para calcular os
outros valores das células tratadas com os modtgadda via. O perfil de FACS
(painel B) apresenta resultados de 72 horas er@septativo de trés experimentos

independentesP<0.01 (teste Mann-Whitney)
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Figura 6: A inibicdo de GSK-3 pelo LiCl induz morte celular na linhagem

Nalm-16 e esse efeito € mais pronunciado em baixegncentracdes de SFBA

linhagem Nalm-16 foi tratada com LiCl nas concegdes indicadas com 10% de
SFB (A, B) ou 1% de SFB (C, D). O numero de céluladveis e a taxa de
variacdo de viabilidade foram monitorados pelo emste exclusdo de Azul de
Trypan. O namero de células viaveis (A, C) e a tdeavariacdo de viabilidade (B,
D) sdo mostrados. Os resultados mostrados (médi@sos-padrdo) sao de dois
experimentos independentes realizados em triplicAR< 0.001 (teste T nao-

pareado).
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5.3 A ativacao da via candnica de Wnt aumenta a seibilidade da linhagem
Nalm-16 a quimioterapia enquanto que os inibidoresda via canfnica

induzem resisténcia a VP-16

Tendo em vista que os moduladores da via de Wntafazes que regular as
taxas de sobrevivéncia das células de leucemia réeupsores B, decidimos
investigar se a modulacao dessa via teria algumaatgpem relacdo a resisténcia
as drogas quimioterapicas. Para determinar essegefe linhagem Nalm-16 foi
tratada com meio condicionado de Wnt3a produzidor peélulas L
concomitantemente com 1puM VP-16. Nos tempo indisadas células foram
coletadas e a viabilidade avaliada por ensaio ddus&o de trypan. Previamente
ao ensaio, a atividade do meio condicionado fotad® em células HEK 293T
transfectadas com plasmideo reporter contendo ongiar de TCF/LEF. Esse
ensaio mostrou que 0 meio condicionado obtido empaz de induzir
satisfatoriamente ativacdo candnica nas célulasiocdemonstrado pela atividade
aumentada do reporter (Figura 7 A). Quando o neeiodicionado de Wnt3a foi
adicionado as culturas com 1uM VP-16, foi observadma diminuicéo
significativa no numero de células viaveis sem mgaa no numero de células
globais (Figura 7 painel B a D). O efeito maxima tbservado apés 48 horas,
guando a viabilidade diminuiu cerca de 40% com ataimento com 0 meio

condicionado de Wnt3a (Figura 7C).

Em seguida, nossa intencdo foi confirmar os redokaobtidos com a
proteina Wnt3a purificada, para evitar possiveigeriieréncias do meio
condicionado. A linhagem Nalm-16 foi exposta a XM@mL de Wnt3a purificado

e 1uM VP-16, concomitantemente. A Figura 8A aprésenindice de variacdo de
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viabilidade, obtida a partir do numero absolutoaddulas Anexina-VPI" (painel

A, unidades arbitrarias) de dois experimentos imde@ntes realizados em
triplicata. O valor da mediana das células trataglgsnas com VP-16 € 1, usado
como referéncia para calcular os outros valores déhilas tratadas com

guimioterapia e os moduladores da.vAafigura 8B apresenta o perfil de apoptose
por citometria de fluxo. Como observado nessas réigu houve um intenso

decréscimo da viabilidade de cerca de 50% quandcéhdas foram tratadas com

Wnt3a juntamente com o quimioterapico Etoposideramorando com os dados

previamente descritos que indicam Wnt3a como umnmiggimdutor de morte.

A incubacdo com antagonistas da via canénica (WnB&k-1 e SFRP-1)
claramente induziu aumento da resisténcia a droBal®, como observado pelo
maior percentual de células viaveis no perfil dmietria apresentado na Figura
8B. Nossos resultados indicam que a ativacdo ca&admi vitro tem profundo
impacto sob a sobrevivéncia das células apds a sgf@ com quimioterapia
enquanto que a inibicdo dessa via protege as &lalecémicas as morte induzida

por Etoposide.
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Figura 7. Meio condicionado de Wnt3a aumenta a serslidade in vitro
das células Nalm-16 a EtoposideCélulas HEK 293T foram transfectadas com o
plasmidio reporter de TCF/LEF e o plaqueadas cofb @ meio condicionado,
como descrito (A). A linhagem Nalm-16 foi simultameente tratada com 1uM
etoposide e 10% de meio condicionado controle oWe¢3a como indicado. (B-
D). Nos tempos especificados, a viabilidade foileata pro ensaio de exclusao de
Trypan. O meio condicionado de Wnt3 ativou a vian@aca (A, unidades
arbitrarias), induzindo uma diminuicdo do numero aidulas viadveis (B) sem
modificar o numero de células globais. (D). A tadea variacdo de viabilidade foi
calculada com a contagem absoluta das células AaeXiPI" (C, unidades
arbitrarias). Os resultados mostrados (médias esgradrdo) de dois experimentos
independentes realizados em triplicata sdo apradest P< 0.01 (teste Mann-

Whitney).
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Figura 8. Wnt3a aumenta a sensibilidade de Nalm-1@Go quimioterapico
Etoposide enquanto os antagonistas da via candnidaduzem resisténcia a
droga. Nalm-16 foi tratada com 1M VP-16 e com o agonista candnico Wnt3a

ou antagonistas da via. A viabilidade foi monitaaagdor citometria de fluxo
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através de marcacdo com Anexina-V e Pl. A taxa a@eagao de viabilidade foi
obtida a partir do numero absoluto de células AnaxV /Pl (painel A, unidades
arbitrarias) de dois experimentos independentebzexbos em triplicata (médias e
erros-padrdo sdo mostrados no grafico). O valoma@aiana das células tratadas
apenas com VP-16 é 1, usado como referéncia pacalaaos outros valores das
células tratadas com quimioterapia e os moduladdewia. O perfil de FACS
mostra resultados de 48 horas e € representativoddies experimentos

independentes (painel B)P% 0.05 (teste Mann-Whitney).
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5.4 A modulacédo da via de Wnt ndo modifica as taxasde proliferacao celular

da linhagem Nalm-16

Uma vez que a manutencao da populacéo celularuttae® de um equilibrio
fino entre proliferacdo e sobrevivéncia e reconhdoe a importancia da
proliferacdo como um dos mecanismos de sensibiédadirogas, nosso proximo
objetivo foi investigar se a modulacao da via det\Woderia exercer algum efeito
no ciclo celular das células leucémicas. Para,iasinhagem Nalm-16 foi tratada
com proteinas purificadas da via de Wnt, tanto catiwmadores (Wnt3a) quanto
com inibidores da via candnica (Wnt5a, Dkk-1, SFRRe o conteudo de ADN foi
determinado por marcacdo com Pl em 24, 48 e 72shseguido de aquisicdo por
citometria de fluxo. A analise dos resultados mmstque a modulacédo da via na
linhagem Nalm-16 nao foi capaz de modificar o dedi ciclo celular, uma vez
qgue o percentual de células nas diferentes fasesiao (G1/G0 e S/G2/M) néao

variou (Figura 9).
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Figura 9. Ativacao ou inibicdo da via de Wnt ndo mdifica a proliferacao

da linhagem leucémica Nalm-16Nalm-16 foi tratada com proteinas purificadas e

o conteudo de ADN foi determinado através de macaxpm Pl por citometria de

fluxo. A modulacdo da via de Wnt ndo teve impactoproliferacdo celular. Sao

apresentados resultados (média e erro-padréo) ideedperimentos independentes

realizados em triplicata.
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5.5 O perfil de Expressdo Génica das Células Leucé&ns de Precursores B

corrobora com os achados funcionais relacionadoswaa de Wnt.

A analise molecular da expressdo do ARNm pelasalyeims celulares e
pelas células CDI9obtidas de células mononucleares de pacientes IcbMm
prec.-B € mostrada na Figura 10. Como mostrado igard citada, ambas as
linhagens celulares e todas as células CDd@ pacientes expressam transcritos de
LEF-1 (Fig. 10, linha 1) e Fzd-3 (Fig. 10, linha, 2hdicando que as células
leucémicas sdo potencialmente sensiveis a sindizage Wnt. Em congruéncia
com nossos dados funcionais que indicam que Wno8iema atuar como um gene
supressor de tumor para as células de LLA Prema®, foi detectada expressao de
ARNmM de Wnt3a nas linhagens celulares e nem nast@asde pacientes testados
(Fig. 10, linha 3). Da mesma forma, ARNm de WntHgig. 10, linha 4) também
ndo foi detectado em nenhuma das amostras anasisatpuianto que os transcritos
de Dkk-1 foram encontrados nas amostras de pacemi@s ndo nas linhagens
celulares (Fig. 10, linha 5), sugerindo que as lesluprimarias sdo ainda
dependentes da sinalizacdo externa. Os transalgoSFRP-1 (Fig. 10, linha 6) e
SFRP-2 (Fig. 10, linha 7) estavam ausentes nasafjehs celulares enquanto
SFRP-2 foi identificado em baixos niveis de expéesem duas amostras de
pacientes e ausentes em dois outros, sugerindopsle, menos em alguns casos,
as ceélulas leucémicas primarias sao dependentesirtis de sobrevivéncia.
Complementar com a idéia de que o estroma € tamb@nprovedor de sinais de
modulacdo da sobrevivéncia das células leucémimasdentificada a expressao
de ARNm para Dkk-1, SFRP-1 e SFRP-2 em célulasoestis de medula 6ssea

normal.
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Figura 10. Perfis de Expressdo Génica: Padrdo de gressdao de ARNmM
de membros da via de Wnt em células de LLA Prec.-BO ARN total foi
extraido de células leucémicas e de células esismodm medula éssea normal, o
ADNCc foi sintetizado e usado com oligonucleotidengiadores especificos par
amplificacdo da PCR, como especificado. Amostraspdeientes (A-E; A: Blll
/ILLA Pre-B; B, C and E: BIl/ LLA comum; D: Bl / LLAPro-B), células de
estroma de medula 6ssea de doadores normais, Bnsagalm-16 (N-16), Nalm-6

(N-6) e Jurkat e os controles negativos (C- ou cP€3® apresentados na figura.
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5.6 Tratamento com Etodolac Racémico induz morte ¢telar nas linhagens

Nalm-16 e Nalm-6 através de mecanismo independende COX-II.

Com o intuito de testar o impacto do tratamento conantiinflamatério
Etodolac na sobrevivéncia de células leucémicalsila® das linhagens Nalm-16 e
Nalm-6 foram tratadas com concentracdes crescedtedarmaco e os dados
comparados com as células tratadas apenas comcaleddMSO. A analise do
perfil de morte celular foi feita através do ensd@amexclusdo de Azul de Trypan e
também por marcacdo com Anexina-V e Pl com postexgquisicdo por citometria

de fluxo.

Nossos dados mostraram que a incubacédo das cé&amsEtodolac reduziu
significativamente a sobrevivéncia celular de ambaslinhagens testadas. Os
efeitos citotoxicos foram observados pela microsgajptica de contraste de fase,
na qual se observou mudancas morfolégicas indiaatid/e sofrimento ou morte
celular, como presenca ddebsna membrana plasmatica, alteracbes de tamanho
celular e fragamentos celulares difusos por todoresmadante, tanto na linhagem
Nalm-16 (Figura 11B) quanto na linhagem Nalm-6 (Fay 11E). O tratamento
com DMSO (Figura 11A e 11D) ou NS-398 (Figura 11Q1¢) nao produziu os

efeitos citopaticos observados com a incubacéo Etodolac.

O estudo de morte celular por citometria de fluxenformou a intensa
reducdo do numero de células viaveis em ambasnasdens analisadas (Figura
12E), efeito também observado pelo ensaio de e&olue Azul de Trypan (Figura
12A e C). Os dados de imunofenotipagem mostramagtratamento com Etodolac
induz apoptose inicial em 24 horas, indicada pelatemalizacdo da

fosfatidilserina (Anexina-V) e pela manutencgdo da integridade de membrarij (Pl




76

(Figura 12E). Com o decorrer da cultura celular,catulas leucémicas tratadas
foram progressivamente apresentando caracteristieaspoptose tardia, marcada
pela externalizacdo da fosfatidilserina e perda ideegridade de membrana
(células Anexina-V/PI") e finalmente de necrose, estagio no qual as aglul
apresentam apenas a membrana rompida (AnneXRFYy, em 72 horas (Figura
12G). Nossos resultados claramente demonstraranEtgquaolac é citotéxico para

as linhagens de precursores B.

O tratamento com Etodolac também reduziu o numesocdlulas totais,
sugerindo um impacto potencialmente relevante rgdug@&o da massa turmoral
(Figura 12B e 12D). Vale ressaltar que o efeittotdixico observado é dose-
dependente, jA que o efeito foi significativamentaior na maior concentracao

testada (500 uM).

Uma vez que os efeitos dos NSAIDs tém sido assosiatbm a atividade
inibitoria de COX-Il, nosso proximo objetivo foi akar se a inibicdo desta
enzima era capaz de produzir efeitos citotéxicanedbantes. Para esse ensaio, a
linhagem Nalm-16 foi incubada com NS-398, um indriéspecifico de COX-IIl. A
atividade citotoxica de Etodolac nao foi induzidar pnecanismos dependentes de

COX-Il, uma vez gue o inibidor NS-398 néo induzionte da linhagem Nalm-16.




A CONTROLE DMSO

D CONTROLE DMSO E  ETODOLAC 500 uMm
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Figura 11. As linhagens celulares Nalm-16 e Nalm-6ofrem efeitos
citopaticos compativeis com sofrimento e morte celar. Nalm-16 (A-C) e
Nalm-6 (D-F) foram tratadas com 500 uM de Etodoéacomparadas com 0s
controles incubados com veiculo (DMSO). O efeitoini®dicdo de COX-II foi
também analisado utilizando o agente NS-398. Aeraftbes morfologicas
foram obsrvadas por microscopia optica de contrastefase. (magnificacao:

400X).
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Figura 12. Etodolac induz morte celular nas linhages leucémicas através
de mecanismo independente de COX-lINalm-16 ou Nalm-6 foram tratadas
com 250 ou 500 uM de Etodolac e comparadas conoosaes incubados com
veiculo (DMSO). O efeito da inibicdo de COX-Il fdambém analisado
utilizando o agente NS-398. A viabilidade foi mardda por citometria de
fluxo através de marcacdo com Anexina-V e PIl. Qamrento com Etodolac
diminuiu a expansdo de células viaveis nas linhagdalm-16 (A) e Nalm-6
(C) e diminuiu o numero de células totais de Naln{B) e Nalm-6 (D). A
citometria de fluxo revelou que o tratamento dimiawiabilidade da linhagem
Nalm-16 (E-G). O perfil de FACS mostra resultados @2 horas e ¢é
representativo de trés experimentos independent®s O * refere-se a
diferenca estatisticamente significativa entre colels e tratado e entre as
diferentes doses testadas. Esses efeitos nao foradiados pela atividade de
inibicdo de COX-Il (A-G). Séo apresentados reswtadmeédia e erro-padréo)
de trés experimentos independentes realizados éeticata. *P<0.05 (teste

Mann-Whitney).
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5.7 Tratamento com Etodolac Racémico reduz a proléracdo da linhagem

leucémica Nalm-16 através de um mecanismo indepente de COX-II

Tendo em vista que o tratamento com Etodolac indveducdo do niumero
de células totais, nds decidimos investigar se esgiflamatério é capaz de
modular a dinamica de ciclo celular das célulascénicas. Em 24 horas,
nenhuma diferenca foi encontrada entre os contreles tratados mas em 48
horas foi observado uma diferenca marcante na dralgi células em S/G2/M
(Figura 13A). Tanto 250 uM quanto 500 pM diminuira proliferacao celular,
e esse efeito foi mais pronunciado em altas comaedés (Figura 13A-C). O
tratamento com Etodolac reduziu a fracdo de célelmsS/G2/M em 35% na
concentracdo de 250 pM e em 50% na dose mais eevhBdse efeito

citoestatico foi independente de inibicdo de COXHigura 13C).
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Figura 13. O tratamento com Etodolac Racémico inib&rescimento celular
da linhagem celular Nalm-16 através de mecanismo dependente de COX-
1. A linhagem Nalm-16 foi tratada com 250 ou 500 pM Héodolac e
comparada com o0s controles incubados com veiculmgD). O efeito da
inibicAo de COX-II foi também analisado utilizandm agente NS-398. O
contetdo de ADN foi determinado através de marcag#uo Pl por citometria
de fluxo. O tratamento com Etodolac diminuiu drait@inente o percentual de
células em S/G2/M de maneira dose e tempo-depeader@sse efeito nédo foi
mediado pela inibicdo de COX-Il (A-C). O painel Bostra as mudancas em 48
horas e * representa a diferenca estatisticamegtéficativa entre controles e
tratado e entre as diferentes doses testadas @asdaarbitrarias). Séo

apresentados resultados (média e erro-padrao) des dxperimentos
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independentes realizados em triplicata. O perfilFdCS mostra resultados de
48 horas e é representativo de dois experimentbspiendentes (painel C)P<

0.0001 (teste Mann-Whitney).
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6 DISCUSSAO

O conceito de terapia alvo-dirigida foi cunhadogekimeira vez por Paul
Ehrlich no inicio do século XX, que nomeou de “lsalaagicas” ihagic bullet}
compostos que poderiam atacar especificamentelakaséaoentes, preservando as
saudaveis (EHRLICH, 1907). Esse termo surgiu baseawh diversos estudos
realizados por Ehrlich, como a invencdo da técndea coloracdo de células
sanguineas, da qual o cientista alemao inferiu cuapostos quimicos possuem
diferentes afinidades moleculares pelas célulassa afinidade diferencial poderia
ser explorada para fins terapéuticos. Outro trabadlecisivo de Paul para a
conceitualizacdo seminal da terapia alvo-dirigidaj a descoberta de que
compostos de arsénico eram capazes de atacar éribacausadora da Sifilis. Por
essa mesma descoberta, Paul Ehrlich ficou conheaodém por ser o fundador
do conceito de Quimioterapia, termo também cunhamtoele.

Para o desenvolvimento de novas ferramentas teti@p8ualvo-especificas
contra o cancer, é mandatéria a investigacdo dcelpdp vias de sinalizacéo
especificas nas células tumorais. Os modelos dgi@ides nesse trabalho indicam
que tanto a modulacdo da via de Wnt quanto a admagédo de Etodolac
modulam as taxas de sobrevivéncia das células heige&. Ainda, a modulacdo da
via de Wnt & também capaz de regular a resistédam células leucémicas a
guimioterapia. Essas ferramentas terapéuticas possgrande potencial clinico,
podendo vir a contribuir para a reducdo das taxasretaida e consequente
aumento das taxas de sobrevida dos pacientes dePltké.-B.

Evidéncias crescentes tém surgido na literaturaciehando o papel da via
de Wntp-catenina nas malignidades de células B. Apds\a@dio candnica da via

de Wnt, ap-catenina é translocada para o nucleo aonde cangrnite com LEF-1
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induz transcricdo génica (ZHA@t al, 2007). Apesar das linhagens leucémicas
aqui estudadas expressarem constitutivamente ARNsageiro de LEF-1, foram
detectados baixos niveis da proteifiacatenina total na linhagem Nalm-6,
analisado por Western Blot e distribuicdo predominantemente membranar
observado na Nalm-16 através de imunofluorescém@iacimulo de3-catenina na
porcao interna da membrana citoplasmatica contrifauadesdo homotipica e essa
localizacdo celular impede f-catenina de ser deslocada para o nucleo e de
contribuir para a transcricdo génica. Assim, eskEl0s sugerem que em ambas as
linhagens celulares estudadas, a via canobnica ¢reese desativada. Nossos
dados sdo concordantes com os achados de SERINSOdlakoradores que
publicaram um trabalho em 2004 com amostras desladge medula comparando
os niveis de expressdo de ARN mensageiro €-datenina em pacientes com
desordens hematolégicas (LMA, LLA, LMC e desordenieloproliferativas sem
cromossomo Philadelphia) que revelou que os nideidranscrito deg3-catenina
sdo mais elevados em LMA do que nas LLAs. Contwdanalise da expresséo da
proteina indicou auséncia fecatenina nas células neoplasicas da LLA, sugerindo
que a ativacdo da via canbnica ndo desempenha pagelal na LLA em
contraposi¢cdo com a LMAOs autores sugerem, inclusive, que a analise desqi
de B-catenina possa servir de ferramenta diagnésticda pléscriminar LMA de
LLA (SERINSOZet al, 2004).

De fato, a distribuicdo df-catenina é determinante no comportamento de
outros tipos de células tumorais e pode definir raptas muito distintos da
progressdo tumoral. Em um modelo de metastase deinoama cdlonretal,
pesquisadores identificaram que as células maisrgaiciadas, localizadas no

tumor primario ou na regido central dos tumores asigtsicos, expressavapa
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catenina apenas na membrana celular ao passo quedudas mais indiferenciadas,
localizadas nofront de invasdo das metastases, apresentavaif-catenina
localizada no nucleo. Desta forma, essa localizadiferencial permite distinguir
as células que estdo passando pelo processo drectiarepitélio-mesenquimal das
gue ja estdo em franca expanséao no leito tumoBA@LETZ et al, 2001).

Apesar da via canbnica nao estar constitutivameati®#a nas células
leucémicas aqui estudadas, a expressao de ARN mgeisa para LEF-1 e Fzd-3
encontrada pelo nosso grupo sugere que as célela€rhicas sao potencialmente
sensiveis a estimulacdo externa da via de Wnt &ptwo, a modulacdo dessa via
pode ter impactos significativos na biologia dessalsilas.

O fator Wnt3a tem sido de longe o0 agonista canémads estudado da via de
Wnt, principalmente porque é um dos poucos fatopse possui meio
condicionado disponivel e, mais recentemente, pmatke recombinantes
purificadas. No entanto, o papel desse fator néofia das células de LLA Prec.-
B permanece controverso. Em 2007, um grupo publisoutrabalho mostrando
que Wn3a induzia a translocacdo @ecatenina para o nucleo e inibia a
proliferacdo de varias, mas nado todas, linhagenklLdePrec.-B (NYGRENet al,
2007). As taxas de sobrevivéncia celular ndo foraoduladas pelo tratamento
com Wnt3a. Outro grupo de pesquisadores mostrouagatvacdo de ceélulas de
LLA Prec.-B com Wnt3a induziu acumulo decatenina nuclear e aumento da
proliferacdo e sobrevivéncia celular (KHABt al, 2007). No nosso modelo, o
tratamento com Wnt3a, tanto na forma de meio caodado quanto com a
proteina recombinante purificada, induziu intensamiduicdo da taxa de
sobrevivéncia das células leucémicas sem modifasataxas de proliferacdo das

células viaveis. Desta forma, esses dados sugeremaqgativacdo candnica com
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Wnt3a funciona como um agente supressor de tumsrLh& Prec.B. Esse dado
estad de acordo com um trabalho recente de ZHAOl&ooadores, mostrando que
a delecdo de3-catenina em células hematopoéticas de camundongsziu a
capacidade de formacédo de LLC induzida por pelasiccacdo cromossomal
BCR-ABL (cromossomoPhiladelphia) enquanto que facilitou a progressdo da
LLA induzida pela mesma translocacao (ZHA&Oal, 2007).

Em consonéncia com os dados discutidos acima, tammento das células
leucémicas com LiCl, um agente bem conhecido qumetiza a via candnica de
Wnt pelo bloqueio de GSKB; também induziu aumento da morte celular da
linhagem Nalm-16. Apesar do LiCl ter, em geral, i@fe anti-apoptoticos,
particularmente em células neurais, tem sido demnads também efeitos pro-
apoptoticos em diversas linhagens celulares, coas aglulas promielociticas de
LMA M3 (HL-60), nas células de crise blastica da CMK562) e nas células
renais de macaco (COS7). Os fatores responsavéis péeitos apoptoticos sao
desconhecidos, mas estudos de VAN GIIJN e colaboesdanostram que o
acumulo dep-catenina pode induzir apoptose, sustentando assimpotese de
envolvimento dafB-catenina na morte induzida por LiCl nas célulascBmicas
estudadas pelo nosso grupo (VAN GléNal, 2001). Além disso, a superexpressao
de b-cateninger sepode induzir apoptose independetemente de LEF{M (Kt
al, 2000). De qualquer forma, o envolvimento de GBKa sobrevivéncia celular
representa uma ferramenta terapéutica interessama& vez que pode induzir
sobrevivéncia ou apoptose dependendo do estresspialoa célula é submetida
(FORDE & DALE, 2007). Conjuntamente, nossos dadogesem que a ativagcao
canonica da via de Wnt pode, de fato, ter um impasgativo na sobrevivéncia

das células leucémicas. Nosso grupo também denmnsgtre a incubagdo com o0s
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fatores inibidores Wnt5a e Dkk-1 induziu aumentes daxas de sobrevivéncia,
reforcando os beneficios da inibicdo candnica pamanutencdo das células de
LLA Prec.-B. A expressédo pelas células estromasntedula 6ssea normal dos
transcritos Dkk-1, SFRP-1 e SFRP-2 sugere queexagéo juxtacrina das células
leucémicas com as células estromais possa comstitmi importante meio de

inibicdo da via candnica, sustentando a sobreviémas células tumorais no
microambiente medular. De fato, a sinalizacdo pedtroma é essencial para a
manutencao e progressao das células leucénmmoaso.

A producédo de antagonistas da via de Wnt foi tamlo&servada pelo nosso
grupo nas células leucémicas purificadas de paesenobm LLA Prec.-B. Células
CD19" desses pacientes expressam constitutivamente ctitoss de Dkk-1 e
SFRP-2 enquanto as linhagens sédo negativas parMmAdessas moléculas, o
qgue deve refletir a dependéncia das células leum@nprimarias de sinais de
sobrevivéncia externos. A auséncia de ARNm de SERI dois pacientes pode
ser devido aos baixos niveis de sinais ou indicanabilidade entre amostras.
Apesar de nédo termos conseguido demonstrar a esgoedo transcrito Wnts5a em
nenhuma das células de pacientes ou linhagensdesstaim trabalho publicado
por Etheridge e colaboradores mostra que essa mlalésta presente nas células
estromais de medula 6éssea normal (ETHERID&EI, 2004), as quais poderiam
fornecer através da adesédo celular a sinalizacé gmcélulas leucémicas.

Uma vez que esses moduladores sdo capazes derragstdrevivéncia das
células leucémicas, nosso proximo objetivo foi &arake a regulacdo dessa via
possuia também algum papel na resisténcia as drégasobservado aumento de
sensibilidade a Etoposide das Nalm-16 apds incubagin Wnt3a. Congruente

com esses dados, a auséncia de expressdo de ARBNage#ro de Wnt3a nas
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linhagens celulares e nas amostras de pacienteatizmfo papel regulador
negativo da ativacdo candnica nas células de LLAcPB. Células estromais de
medula 60ssea também s&o desprovidas de transd&dd/nt3a (ETHERIDGEet
al, 2004). Conjuntamente, nossos dados sugerem gel®, menos em noSSO
modelo, Wnt3a funciona como um auténtico gene sgmede tumor, induzindo
morte celular nas células malignas tanto nas ca@mdicnormais quanto apos
estimulo genotéxico com Etoposide.

Os mecanismos implicados na sensibilidade ao Eidposnduzida por
Wnt3a permanecem absolutamente desconhecidos. Blodados mostram que
nenhum dos moduladores da via, nas concentracosmdees, foi capaz de
modificar o perfil de proliferacdo celular e, destarma, esse mecanismo
provavelmente nédo esta implicado no fendbmeno déstéaecia. Por sua vez, a
sensibilidade aumentada ao VP-16 poderia ser p&oos parcialmente explicada
pelo aumento da expressdo de topoisomearasapids o tratamento com Wnt3a,
como demostrado no trabalho de Khan (KHAM al, 2007). Uma vez que o
quimioterapico Etoposide é um inibidor especifice ADN topoisomerase-Il, o
aumento da quantidade de alvos moleculares dessgadoelo agonista Wnt3a
poderia aumentar a sensibilidade das células leioa&ma essa droga. Sendo esse
0 mecanismo mais provavel de inducdo de sensilliidgpodemos supor que
outras drogas quimioterapicas que tenham como atvolecular a ADN
topoisomerase-Il, como Daurorubicina e Daunorulacipoderiam ter seus efeitos
modificados quando usadas conjuntamente com o agokVnt3a.

Em contraste com achados recentes que sugerem WiaB® um gene
supressor de tumor e que sua inativacdo pode domi@u progndéstico a pacientes

com LLA (JIANMING et al, 2007), nossos dados apontam que Wnt5a é capaz de
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proteger as células leucémicas da morte induzidagpomioterapia. Essa aparente
discrepancia pode refletir diferencas entre os ruomeusados em ambos 0s
estudos. No entanto, concordante com nossos d&miodemonstrado que Wnt5a é
capaz de inibir a via canénica promovendo degraglai@f-catenina através de
mecanismo independente de GSK-BTOPOL et al, 2003). No trabalho aqui
apresentado, nés mostramos que outros dois inibsgdoanénicos (Dkk-1 e SFRP-
1) também induziram resisténcia as drogas nas allelucémicas. Esse resultados
estdo em consonéancia com dados previamente apag®snpor De Toni, no qual a
inibicdo da via de Wnt através da incubacdo com3)B8FRP-1 ou Dkk-1 induziu
resisténcia a Doxorubicina em células de LMA denfartdo intensa quanto a
adeséo celular a fibronectina (DE TO@tlal, 2006). Apesar dfi-catenina ter sido
associada como um fator de sobrevivéncia em digeitsabalhos com células
leucémicas, esses autores mostraram que 0S nieefscdtenina estavam muito
baixos nos blastos resistentes tratados com anistgode Wnt. No entanto, a
inibicdo de GSK-B aboliu a resisténcia a droga tanto induzida pasad celular
guanto pelos inibidores de Wnt, sugerindo que G3BKs&ja o efetor desse
fendmeno (DE TONEt al, 2006). De fato, essa enzima é o elo entre aigiagdo
de integrinas e da sinalizacdo de moléculas daleisnt.

Outros trabalhos em modelos de tumores sélidos éambpresentaram a
idéia de que moduladores negativos sao importamas manutencdo da
sobrevivéncia e resisténcia a quimioterapia. Célda osteosarcoma transfectadas
com DKk-3 ndo entram em apoptose e possuem resiat@&iumentada quando as
células sao privadas de soro ou quando sdo expastasplatina ou Doxorubicina
(HOANG et al, 2004). Outro grupo de investigadores mostrou géhilas de

cancer de mama negativas para receptores de esioo@e progesterona, que
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cursam com prognostico ruim, expressam preferemaate Dkk-1 quando
comparadas com 0s canceres de mama positivos paes eeceptores. Os autores
sugerem que DKkk-1 seja um potencial marcador prsgo® e diagnostico dos

canceres de mama de mau progndstico (FORGIEN 2007).

Nossos dados sugerem que a ativacdo canodnica ddevidnt exerce efeito
supressor de tumor e consequentemente sua inibigdde sustentar a
sobrevivéncia das células leucémicas de precursBregsanto durante o processo
de progressédo tumoral quanto no fendmeno de resisiéd quimioterapia. Desta
forma, a ativacdo da via de Wnt pode ser de gramdia para a reducdo das taxas

de recaida nos pacientes de LLA Prec.-B.

No outro braco do estudo, avaliamos o uso de umaa nestratégia
terapéutica baseado no uso de antiinflamatério esteroidal na sobrevivéncia e
proliferacdo de células de LLA Prec.-B. Essa esadth baseada na observacao de
gue muitos estudos epidemiologicos tém fornecidadé&wias de que a
administracdo prolongada de NSAIDs possui efeitosofifaticos contra
determinados canceres como o cancer coloretal (KEeiN&, 1988; ROSEMBERG
et al, 1991), pulmdo (SCHREINEMACHERSt al, 1994) e leucemia (KASUMt
al, 2003).

Para isso, foi escolhido o farmaco Etodolac, umiiaimatorio nao-
esteroidal usado no tratamento da osteoartritgitenteumatéide e no manejo da
dor aguda h& mais de vinte anos (VETTé&Ral, 1982).

Nossos resultados descrevem pela primeira vez aadétodolac em células
de LLA Prec.-B. O tratamento com esse farmaco indazminuicdo considerével
da sobrevivéncia celular e do numero de célulagzéeicas totais. Os efeitos

citotoxicos observados poderiam auxiliar na dim@dio da massa tumoral durante
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a fase de inducédo de remissao, cujo periodo danito visa essencialmente a
reducdo maxima do numero de células tumorais. NDdaolos mostraram também
gue o Etodolac induziu dimuicdo dramatica da peshtdo celular, evidenciado
pela reducao do percentual de células em S/G2/M apdatamento.

Apesar desse efeito citoestatico ser desejaved fdoquear a expansao
tumoral, o bloqueio de ciclo celular pode ter impotes conseqiéncias no manejo
clinico da doenca. Uma vez que a quimioterapia eaoional é preferencialmente
dirigida a células em estagio proliferativo, o udo Etodolac pode reduzir a
eficacia dessas drogas, prejudicando a eficiénoidrdtamento. Uma alternativa
optimizada seria fazer uso do Etodolac nos prinsegete dias de tratamento. A
maioria dos protocolos terapéuticos de LLA Prec.rBcomenda apenas a
administracdo de prednisona ou dexametasona durasde periodo de tempo
(ARICO et al, 2005; CONTERet al, 2000; SCHRAPPEt al, 2000). Uma vez que
esses farmacos sao independentes de ciclo cekikes,poderiam ser combinados
com Etodolac, que auxiliaria na reducdo da masg®tal e, consequentemente,
induziria a entrada em ciclo celular das célulac&micas dormentes.

NoOs demonstramos também que os efeitos citotOxieositoestaticos do
Etodolac ndo foram mediados pela enzima COX-Il, w@a que o tratamento com
o agente NS-398, inibidor especifico dessa enzimap teve efeito na
sobrevivéncia celular nem no ciclo celular. No emnda o mecanismo de atuacéo
de Etodolac ainda permanece desconhecido. Uma lpbhdade seria através do
receptor de PPAR; que recentemente foi identificado em células 4 Prec.-B
€ 0 mesmo grupo mostrou que o tratamento com legade PPAR induz inibicao
do crescimento celular e apoptose (ZAN& al, 2004). Ainda assim, sé&o

necessarios novos estudos que foguem em mecanismependentes de COX-II
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para definir os alvos moleculares responsaveis gefeitos observados. Estudos
in vivo e ensaios clinicos também sdo absolutamente rEiesspara validar a
eficacia e avaliar a seguranca da administracaeedEgmaco para os pacientes de

LLA Prec.-B.
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7 CONCLUSOES

1. A linhagem leucémica Nalm-16 expregsa&atenina total e sua distribuicdo
€ predominantemente confinada a membrana celuwayltando em baixos

niveis de ativagdo candnica constitutiva da via\ts.

2. A linhagem Nalm-6 apresenta niveis extremameygixos dep-catenina
total, o que também sugere a baixa atividade camboonstitutiva da via de

Wnt.

3. A ativacao candnica da via de Wnt promovida peaddamento com Wnt3a
induziu morte celular das células leucémicas. Onmmesfeito citotéxico foi
mimetizado pela inibicAdo de GSK33 sugerindo a participacdo dessa
enzima no mecanismo de acao. Em contrapartidaibé&c&o da via candnica
através da incubacdo com proteinas recombinantesnemiou a

sobrevivéncia das células leucémicas.

4. A ativacdo candnica da via de Wnt induzida pgbdamento com Wnt3a
aumentou a sensibilidade da Nalm-16 ao tratamentionigterapico com
Etoposide. A inibicdo da via com antagonistas nelcimantes, por vez,

induziu resisténcia a quimioterapia com VP-16.

5. O perfil de expressao génica das células leuc@snievelou a expressao de
diversos membros da via de Wnt: As linhagens Na@melNalm-6 e todas

as células CD19de pacientes expressam transcritos de LEF-1 e3Fzd-
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indicando que as células leucémicas sao potencrdbnesensiveis a
sinalizacdo de Wnt. A presenca de transcritos deé3@/méao foi detectada
nas linhagens celulares e nem nas amostras de npasietestados,
corroborando com os dados funcionais que sugereen Want3a seja um
fator supressor de tumor na LLA Prec.B. O transcdié¢ Wnt5a também nao
foi detectado em nenhuma das amostras analisadasta@scritos de DKk-
1, SFRP-1 e SFRP-2 foram identificados de maneirf@rehcial nas

linhagens e nas amostras primarias de pacientes.

O tratamento com o antiinflamatdrio nao-estembidtodolac produziu
efeito citotéxico e citoestatico nas células leuoc&m e esse efeito foi

independente da acdo da enzima COX-II.
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LETTER TO THE EDITOR
An Uncommon Case of Childhood Biphenotypic Precursor-B/T
Acute Lymphoblastic Leukemia

To the Editor: Biphenotypic acute leukemia (BAL) is charac-
terized by the expression of markers associated with two or more
different hematopoietic cell lineages in the blast cell population [1].
In most cases, a myeloid/B-cell lineage or a myeloid/T-cell
phenotype is observed in association with a poor clinical outcome.
In contrast, BAL showing a B-/T-cell phenotype is extremely rare
and there is litile information concerning the clinical management
of these patients. Only recently, a 70-year-old case with a B-/T-cell
BAL was published [2].

A 10-month-old child was admitted with marked pallor,
hepatosplenomegaly, and petechiae. The white blood cell count
was of 13.8 % 10%L with 25% lymphoblasts. Hemoglobin levels
were of 6 g/dl and the platelet count was of 22 % 10”/L.. Spinal fluid
cell count and biochemical analyses were within the normal range,
except for serum LDH that was increased (619 gfdl).

Morphological analysis of bone marrow aspirate showed 85%
leukemic blast cells. Immunophenotypic analysis revealed one
biphenotypic  B/T blast population (cyCD37/CD5/CDI9™/
CD79a"/HLADR™/CD10™/CD20 " "/CD22H/CD7 "1 /CD33 7/
CD34™/CD2™/TdT~"/lgM~/MPO~/CD4 " /CDE ) consistent with
BAL (Fig. 1). Conventional cytogenetics showed: 46,XY(6)/
46,XYdel(6)(q21)[4]. The patient was considered as a high-risk
ALL due to the lack of information about B-/T-cell ALL in infancy
and treated with a modified ALL-BFM-95 protocal (HD-MTX-2
g/m?). Alday -8 of therapy, he showed good response to prednisone
according to the ALL-BFM criteria and at day --15 after induction
therapy, another BM aspirate was performed showing 6% B-/T-
Iymphoblasts. On day 433 ef induction. complete morphological
remission {CR) was obtained; the patient has remained in
continuous CR after a follow-up of 38 months.

Altbough many ALL cases co-expressing B- and T-cell-
associated lymphoid markers have been previously described [3],
here we report an infant suffering from a BAL witha B/T phenotype
according to the EGIL criteria [4]. Leukemic cells from this patient
scored 6.5 points for B-lineage and four points for T-cell-associated
antigens. A previous cohort of 2,055 children with ALL had a
frequency of cases showing a CD19¥/CD2™ phenotype of 4%, and
only one case corresponded to an infant [3]. Using the EGIL criteria,
CD19 and CD2 expression is not sufficient to define a case as BAL.
Unfortunately, in the referred cohort no further information was
provided about the expression of other T- and B-cell-associated
markers [3]. Despite the frequency of MLL rearrangements in
infants, the case reported here did not have this alteration. In
contrast, he had del(6q21), whose prognostic impact remains
unknown. In contrast to what has been reported in ALL in infants,
the patient presented here showed a good response to therapy and
has been in continuous CR for more than 3 years.
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Fig. 1. Immunophenotypic profile of bone marrow blast cells at diagnosis. In all bivariate dot plots shown, the biphenoty pic blast cell population is
depicted in black, while normal residual hematopoietie cells are displayed as gray events. [Color figure can be viewed in the online issue, which is

available at www.interscience.wiley.com,]
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Abstract

B-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia (BRIR.) is the most
common malignancy in children. The Wnt signalinghpeay has been found to be
extensively involved in cancer onset and progreassbhot its role in BCP-ALL
remains controversial. We evaluate the role of \Wet pathway in maintenance of
BCP-ALL cells and resistance to chemotherapy. Gexgression profile revealed
that BCP-ALL cells are potentially sensitive to mubation of Wnt pathway.
Nalm-16 and Nalm-6 cell lines displayed low levalt canonical activation, as
reflected by the virtually complete absence of k@taatenin in Nalm-6 and thg-
catenin cell membrane distribution in Nalm-16 datle. Canonical activation with
Wnt3a induced BCP-ALL cell death. Lithium chlorid@giCl) also induced a
cytotoxic effect on leukemic cells. In contrast,tlbhdVnt5a and Dkk-1 increased
Nalm-16 cell survival. In turn, Wnt3a enhanced thevitro sensitivity of Nalm-16
to etoposide (VP-16). Conversely, treatment witmar@cal antagonists protected
leukemic cells from chemotherapy-induced cell de&kerall, our results suggest
that canonical activation of the Wnt pathway exeatsumor suppressive effect,

thus its inhibitionmay support BCP-ALL cell survival.

Keywords: B-Cell Precursor Acute Lymphoblastic Leukaemia, ofpposis, Wnt

Signaling Pathway, Drug Resistance, Proliferation
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Introduction

B-cell precursor Acute lymphoblastic leukaemia (B8BBL) is a
malignancy characterized by progressive accumutatib immature clonal B cell
precursors in the bone marrow (BM). Nowadays, rdug&0% of all newly
diagnosed pediatric patients become long-term sworgi after adequated multi-
agent chemotherapy protocols administrated accgrdo the individual patient
risk category [1]. However, a subset of childredapses despite this strategy,
suggesting that other factors than those curremsbd to define patients risk could
have an impact on the behavior of the disease aspanse to therapy.

At present, it is well known BM microenvironmentagk an essential
regulatory role on the proliferation and survivdl BCP-ALL neoplastic cells at
the same time it represents the primary site fosedse relapse [2, 3].
Understanding the specific molecular signaling pais activated and/or
intensified by stromal cells is crucial to be abie disrupt BCP-ALL cell
maintenance and abrogate resistance to chemotherapy

The Wnt signaling is a highly conserved pathwayt tmediates cell-to-cell
communications during embryogenesis. In additianjsi also involved in other
relevant cell functions such as cell proliferatiadifferentiation, migration, cell
fate decisions, apoptosis, and stem cell self-reilep, 5]. Wnt molecules are
secreted lipid-modified cysteine-rich glycoproteitiigt bind to and signal through
Frizzled (Fz) receptors [6]. Different types of Wz complexes may signal
through the so-called canonicgb-Catenin mediated signaling) or non-canonical
Wnt pathways (-catenin-independent signaling). In the canonicathgvay, this

interaction leads to activation of Dishevelled (Dgmnoteins that block the GSK3-
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B kinase activity, required foB-catenin accumulation in the cytoplasm. As a
result, cytoplasmi@-catenin is translocated into the nucleus whereoitverts the
TCF/LEF complex from its transcriptional repressiorm to a transcriptional
activating configuration, modulating the expressiohseveral genes involved in
different biological phenomena such as those dbsdrabove [7].

In non-canonical signaling, Wnt agonists such ast3nmay stimulate
intracellular C&" release, activation of protein kinase C (PKC) and
Ca’*/calmodulin-dependent kinase Il (CaMKIl), or theyayinhibit the canonical
pathway through degradation pfcatenin [8, 9].

Deregulation of the Wnt signaling pathway has beatensively found to
be involved in cancer onset and progression [1Q-18] recent years, several
reports have shown that members of the Wnt pathwayld be involved in
regulating cell proliferation and survival in difient hematological malignances
[13-15]. However, more recent data indicates th#tgonists of the Wnt pathway
may increase tumor cell growth [16, 17] and semgiito chemotherapy [18, 19]
depending on the model studied. In fact, at presemtconsensus exists on the
precise role of the Wnt pathway in BCP-ALL [20, 22].

In this study, we evaluate the role of the Wnt pei in maintenance of
BCP-ALL neoplastic cells, and its effects on deterimg the sensitivity to
chemotherapy. Gene expression profiling studiesatd that BCP-ALL cells do
express several members of the Wnt pathway and BOP<ells are potentially
sensitive to modulators effects of the membersh& Wnt pathway. Our results
show that Nalm-6 cells are virtually devoid @fcatenin, while Nalm-16 cells
express higher levels d§-catenin but the protein is mainly located at thsl c

membrane, suggesting that canonical signaling i$ memuired for BCP-ALL
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maintenance. Activation of the canonical Wnt patiiweith the Wnt3a protein
induced BCP-ALL cell death and an increased sevigjtito etoposide (VP-16).
This cytotoxic effect was also induced by lithiumlaride (LiCl), suggesting that
GSK-3B is involved in it. In turn, incubation with Wnt5ar Dkk-1, increased
survival rates of Nalm-16 cells and treatment widnonical antagonists protected
leukemic cells from chemotherapy-induced cell ded@ased on these results, it
could be speculated that activation of canonicalt Wignaling could be a novel
therapeutic target to induce cytoreduction and ecbkathe sensitivity to

chemotherapy of BCP-ALL cells.
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Materials and Methods

Leukemic Cell Lines and Patient SamplesBCP-ALL cell lines were
kindly provided by Dr. Maria Isabel Doria Rossi, degal University of Rio de
Janeiro, Brazil). Nalm-16 and Nalm-6 had been oradly established from
peripheral blood of BCP-ALL relapsed patients. Aatiag to the EGIL criteria,
Nalm-16 and Nalm-6 were characterized as Bll/commB@P-ALL (CALLA™) and
Blll/Pre-B ALL, respectively [23]. Cell lines werenaintained in RPMI-1640
medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) supplementedh 10% fetal calf serum
(FCS; Cultilab, Campinas, SP, Brazil), 100 U/mL &sm penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, 2 mM L-glutamine, 1 mg/mL sodium pyate, 40 uM essential
amino acids, and 40 pM non-essential amino acf{dd from Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD). (pH = 7.2). Jurkat T-cell acuyenphoblastic leukaemia was
obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank, (Febbmaversity of Rio de Janeiro,
Brazil). Jurkat cell line was cultured in Iscove'miedium (Gibco-BRL)
supplemented with 10% FCS, 100 U/mL penicillin ab@d mg/mL streptomycin.
In all cases, cultured cells were maintairegd37C in humidified atmosphere with
5% COQO.

BM cells were obtained from the left-over materiadrvested from the
posterior iliac crest from two BM transplantatioorwrs and five children BCP-
ALL (mean age of 4.2 years, range 2 months- 8 yea@® mononuclear cells
(BMMCs) were isolated by density gradient on Fiedifpaque (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) and cryopreserved in liquid nierogintil use. B-cells were
purified from BMMCs using the B-Cell Negative Sefen Kit from Dynal (Oslo,

Norway), following the manufacturer’s instructiognal B-cell purity of >98%).
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BMMC were plated in Iscove’s medium supplementedhwi0% FCS, 100 U/mL
G sodic penicillin and 100 pg/mL streptomycin. Whekhalf of the supernatant
containing non-adherent cells was removed and oeplavith fresh medium; when
monolayers were established, cells were trypsiniaed plated under the same
conditions. Since macrophages are trypsin-resistafter two replating steps an
adherent non-hematopoietic cell population was ioletd, designated hereafter as
“stroma”.

All the patients’ samples were collected after mfied consent, following
authorization and in accordance with the Human &hiCommittee of the
“Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo eea” (Rio de Janeiro, RJ,

Brazil).

Immunofluorescence microscopy and digital image aagsition For

immunofluorescence microscopy, cultures were ringgth phosphate buffered
saline (PBS) and fixed with 4% paraformaldehydePBS for 10 min at room
temperature (RT). Cells were then permeabilized wadhed with 0.5% Triton-X
100 (Sigma) in PBS and were incubated with a ralaiti{3-catenin polyclonal
antibody (Sigma), at a 1:100 vol/vol dilution, fbrh at 37C. After this incubation
period, cells were washed and incubated with a FE€DGjugated goat anti-rabbit
IgG antibody (1 h at 3€) and washed in PBS. Then the cell nuclei wasnsthi
by adding a solution containing DAPI (Ouy/mLin 0.9% NaCl) for 5 min (RT).
Finally, cells were washed and mounted in glycecointaining 5% n-propyl
gallate, 0.25% DABCO (1,4-diazabicyclo(2,2,2)octanand 0.0025% para-
phenylenediamine (w/w; all from Sigma). Cells weneamined with an Axiovert

100 epifluorescence inverted optical microscope r(Caeiss, Oberkochen,
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Germany) and images acquired with a C2400i integtd@@CD camera (Hamamatsu
Photonics, Shizuoka, Japan) using an Argus 20 impgeessor (Hamamatsu
Photonics). Digital images were transferred to dl ptiplex GX270 computer
(Dell Corporate, Round Rock, TX) and plates wereumed using Adobe
Photoshop (Adobe Systems Incorporated, San Josg, Céntrol experiments with

no primary antibodies showed only a faint backgmbgtaining (data not shown).

Western Blot Analysis 1.5x10 cells were lysed in 100 ul ice-cold RIPA buffer
(0.05M Tris-HCI pH 7.4, 0.15M NaCl, 1% NP-40, 0.25%6dium deoxicholate, 2
mM EDTA, 1 mg/mL pepstatin, 1 mM PMSF, 1 mM NaF,mMM NaV0O,). The
protein concentration in the cell lysate was deiesd by the method of Lowrgt

al [24]. Samples were mixed with sample buffer - Of@®1 dithiotreitol (DTT);
1.38 mM sodium dodecyl sulfate (SDS); Tris-HCIl 188M, pH 6.8 and; 20%
glycerol) and resolved using an SDS-polyacrylamit2% gel electrophoresis
(SDS-PAGE); then they were electroblotted and tramed to a nitrocellulose
membrane (HybondTM-P, Amersham Biosciences, SadoR&razil). Membranes
were treated with a blocking solution containing 38an-fat dry milk in 0.001%
Tris-buffered saline-Tween 20 (TBS-T) for 1 h anakn incubated overnight with
the primary polyclonal antibody forp-catenin (Sigma, 1:2000 dilution).
Monoclonal anti a-actin (clone C4, ChemiconHofheim, Germany, 1:2000
dilution) was also employed to compare loading lod samples. Secondary anti-
mouse HRP-conjugated antibodies (1:2000, Promegadidbn, WI) were then
added and cells incubated for 1 h at room tempeeatiihe blot reaction was
visualized using the chemiluminescence detectidniminol (Super Signal West

Pico, Pierce, Rockford, IL). For the analysis o€ timtensity of the stained band,
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Image J software (NIH) was used, results being egped as arbitrary units (AU).
Generation of Wnt3a Conditioned mediumMouse Wnt3a transfected cells (L-Wnt3a)
and control non-transfected-cells were obtained from the American Type Cudtur
Collection(ATCC, Manassas, VA) and cultured in Dulbecco's iomed(DMEM; Sigma)
supplementedvith 10% FCS, 4 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillemd 100 pg/ml
streptomycin. L-Wnt3a culture medium was supplementith 0.4 mg/ml G-418 (Gibco-
BRL) to maintain transgene expression during adliuce expansion. Conditionededium
from L-Wnt3a or control L-cells were collected amiiog to the manufacturer's
instructions. Briefly, cells were passedlatO dilution in 10 mL medium without G-418
and left to grow for 4lays. Medium was collected from each cell line esplacedvith 10
mL of fresh medium for another 3 days. The secaadHnf medium was then collected
and the cells discarded. Both batches were mixed|esfiltered (0.2 pumand stored at -
20°C until required. Activity of the conditioned diam was tested by the TCF/LEF

luciferase reporter assay as described below.

Cell Transfection and Luciferase Activity Assay.HEK 293T cells cultured in
96-well plates to 80% confluence were transfecteth wGal (for 3-galactosidase
expression), Fop-Flash (negative control luciferasporter mutated in the
TCF/LEF binding site) and Top-Flash (luciferase adgpr containing TCF/LEF
binding site) plasmids using Lipofectamine 2000ngfection reagent (Invitrogen,
Carlsbad CA). A DNA/Lipofectamine mixture was addedcells and maintained
for 6 h at 37C. DMEM with 10% FCS was added to cells that weretb recover
overnight. Then, cells were incubated for 18 h wit@% diluted conditioned
medium from L-Wnt3a or L-control cells. After thiacubation period, cells were

lysed with lysis buffer (Promega, Madison, WI). liigcase activity was detected
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by adding the enzyme substrate according to the uf@@ture’s protocol and
samples were read in a Tecan GENios Luminometercdie Group Ltd.,
Mannedorf, Switzerland)B-galactosidase activity was measured by adding ONPG
reagent to each well, and read using a spectropheiir. In order to normalize
the data, the luciferase activity index was caltedaby dividing the luciferase

values by thg3-galactosidase ones.

Modulation of the Wnt Pathway. Nalm-16 cells were plated at 3 x *LBells/mL

in 24-well plates in the presence or absence of M etoposide (VP-16,
Oncosideo; Quiral Quimica SA, Juiz de Fora, MG,Zfllaand 10 % L-control or
L-Wnt3a conditioned medium, as indicated. To tdst effect of purified proteins
of the Wnt pathway on cell proliferation and suraly either the canonical
activator Wnt3a protein or the Wnt5a, Dkk-1, SFRRahonical inhibitors, (R&D
Systems Minneapolis, MN) were added (100 ng/mL)}He cell culture medium.
To investigate the potential role of GSK3n survival of BCP-ALL Nalm-16 cells

were also incubated with LiCl (Sigma) at 3 or 5 md4, indicated.

Analysis of Cell Cycle and Cell Death After 24, 48 and 72 h of culture, cells
were collected and their viability was measured Toypan dye exclusion assay.
Double stainings with Annexin V-FITC (1:10 dilutipiMolecular Probes, Eugene,
OR) for apoptotic cells and Propidium lodide (Pligi®a) for dead cells, were
performed according to the manufacturer’'s instrmcsi and measured in a
FACSCalibur flow cytometer (BDB, San José, CA) frtotal of 30.000 events.
DNA cell contents were monitored by flow cytomefafter Pl staining according

to Vindelov et al [25], at 24, 48 and 72 h. Cells with sub-diplddNA content
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peaks (sub-GO0) were excluded from cell cycle analysACS data were analyzed

using the Infinicyt software (Cytognos, SalamanSpain).

RNA Isolation and Reverse Transcriptase - Polymeras Chain Reaction (RT-
PCR). Total RNA was extracted from leukemic cells andmal BM stromal cells
using TRIzof Reagent (Invitrogen) according to the manufactwénstructions.
cDNA was first synthesized from 2 pg total RNA ugith pL oligo dT primers
(500 pg/mL) and 1 pL Moloney Murine Leukaemia VirReverse Transcriptase
(M-MLV-RT; 200 U/mL) (both from Invitrogen). The salting cDNA was used
with gene-specific oligonucleotide primers for PCGRnplification. The primer
sequences with annealing temperature and produxd are listed in Table 1.
Forward and reverse oligonucleotide primers wersigleed using the Primer 3
program (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3iprer3_www.cgi). RT-PCR was
performed in a TGradient thermal gradient cycler (Biometra,ottthgen,
Germany); PCR products wesebmitted tcelectrophoresis in 2% agarose gels and
stained with ethidium bromide. Glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
(GAPDH) was used as an internal control. Negatigatm| was the PCReaction
mix lacking cDNA. As a positive control for Wnt3xgression, total RNA from
whole B6CBA mouse embryos on days 8 - 10 afterilfedtion, was used; for
LEF-1, Fzd-3, Dkk-1, SFRP-1 and SFRP-2, normal BMoma was used as

positive control, and; for Wnt5a, Jurkat cells weised as positive control.




135

Statistical Methods. Statistical significance was determined using thmgpaired
student T and the non-parametric Mann-Whitney Utstg®rism 2.01 software;
GraphPad, San Diego, CA)P<0.05 was considered to be associated with

statistically significant.
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Results

Nalm-6 is virtually devoid off-catenin while Nalm-16 expresses higher

levels of cell membrane but not nuclgacatenin.

Since nuclearp-catenin is the hallmark of the activated canoniddht
signaling pathway, our first goal was to evaludte expression and distribution of
B-catenin on BCP-ALL cell lines. Our results showdtt Nalm-6 was virtually
devoid of B-catenin expression as found by western blot ag$agure 1). In
contrast, Nalm-16 cells expresspgatenin at levels similar to the positive control
(Jurkat cells). However, in Nalm-16 cell line, thstribution of B-catenin as
assessed by immunofluorescence was predominantbtéd on the cell membrane

(Figure 1), being confined to cell adhesion compleat cell membranes.

Activation of the canonical Wnt pathway induces tdeaf Nalm-16 cells

while Wnt5a and Dkk-1 increase their survival rates

In order to investigate the role of canonical Wrtigation on BCP-ALL
cell survival, we treated Nalm-16 cells with eithar classical canonical Wnt
activator (Wnt3a) or canonical Wnt inhibitors (Wat5Dkk-1, SFRP-1). Wnt3a
clearly induced death of Nalm-16 cells, decreadimg viability by around 50% at
48 h (Figure 2 A). Conversely, incubation with @thwnt5a or Dkk-1, increased
survival rates of Nalm-16 cells over control valueslthough SFRP-1 at the
concentration tested showed a slight tendency toreimse cell survival, no
statistically significant differences were obsery&dgure 2 A and B). In addition,

we also tested whether LiCl, which inhibits GSK-8hd mimics Wnt signaling by
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stabilizing B-catenin, could also play a similar role to theiea&tion of canonical
Wnt pathway on cell survival. LiCl clearly decredseell survival, supporting the
notion that GSK-B activity regulates survival of BCP-ALL cells. Callkeath was
more pronounced at the lowest FCS concentratioguiei 3, A-D). These results
suggest that inhibition of canonical Wnt signalimgy play an important role on

BCP-ALL maintenance.

Activation of the canonical Wnt pathway enhancessgevity of Nalm-16

cells to chemotherapy while canonical inhibitorslice drug resistance

To determine the effects of Wnt activation on BCBEAcell survival after
chemotherapy, Nalm-16 cells were treated with Wnt8aditioned medium (CM)
plus 1 uM VP-16. The activity of the conditioned dainem had been previously
tested on HEK 293T cells transfected with TCF/LE#parter plasmid, showing
that Wnt3a-CM was able to induce canonical actiwatias observed by the
increased reporter activity (Figure 4, A). When BaHcontaining medium was
added to cell cultures with 1 uM VP-16, a signifitalecrease in the number of
viable cells without an overall change in totallcelimbers was observed (figure
4, panels B to D). The maximum effect was attairadtbr 48 h, when viability
decreased around 40% with the Wnt3a-treatment (&#gtC). In order to ensure
that Wnt proteins were responsible for the effeotsserved, we also exposed
Nalm-16 in the presence of VP-16 to the purified t@& protein, a marked
decreased viability of around 50% being also obsdrunder these conditions
(Figure 5A). Conversely, incubation with canonicéInt antagonists (Wnt5a,

Dkk1l and SFRP-1) clearly enhanced Nalm-16 drugstasice (Figure 5A and 5B).
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Our results indicate thanh vitro canonical Wnt activation has a negative impact
on cell survival following chemotherapy, while camecal antagonists (Wnt5a,

Dkk-1 and SFRP-1) protect leukemic cells from etside-induced cell death.

Modulation of the Wnt pathway does not modify tek groliferation status

Since maintenance of the cellular pool is a balame®veen cell proliferation
and survival, we also investigated whether modolatof the Wnt pathway could
also play a role in modulating cell cycle distritmt of BCP-ALL cells.
Accordingly, Nalm-16 cells were treated with pueidi proteins of the Wnt
pathway (activators and inhibitors) and DNA celintents were determined by PI
staining at 24, 48 and 72 h. Surprisingly, neithieg activation nothe inhibition
of Wnt pathway had an impact on the cell cycle mlgition of viable Nalm-16

cells in culture (Figure 6).

BCP-ALL gene expression profile corroborates thenctional findings

related to the Wnt pathway.

Molecular analysis of mMRNA expression by BCP-ALUldénes and CD19
BCP-ALL patients’ cells using RT-PCR is shown igdre 7. As shown there, both
BCP-ALL cell lines and patient samples expressedr{lEand Fzd-3 transcripts,
indicating that leukemic cells are potentially si¢éinge to Wnt signals. In line with
our findings indicating that Wnt3a could act asuanbr suppressor gene for BCP-
ALL cells, Wnt3a mRNA expression was completely esin both cell lines as

well as in all patient samples tested. In additiorjther BCP-ALL cell lines nor
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patient samples expressed Wnt5a transcripts whilke-DmRNA was expressed in
patient samples but not in the cell lines testadygesting that primary leukaemia
cells are still dependent on external survival sign SFRP-1 and SFRP-2 mRNA
were absent in all cell lines tested while SFRRahscripts were expressed at low
levels by two patients and absent in another twodas, also suggesting that, at
least in some cases, primary leukaemia cells apemd@ent on survival signals.
Also, Dkk-1, SFRP-1 and SFRP-2 mRNA were expressgdormal BM stromal

cells.
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Discussion

The idea of designing targeted-therapy was firshomived in the early
1900’s by Paul Ehrlich, who named “magic bullet$ifetcompounds that could
specifically attack diseased cells. In order to elep such specific treatment
against tumor cells, it is mandatory to understahé deregulated signaling
pathways underlying neoplastic conditions. Here, describe the involvement of
the Wnt signaling pathway in the maintenance of BRIR. cells before and after
chemotherapy.

An increasingly body of evidence has emerged in lttexrature concerning
the role of Wntp-catenin pathway in B cell malignances. Inhibitioh GSK-33
activates pB-catenin-mediated transcription and enhances satvief chronic
lymphocytic leukaemia (CLL) cells [14]. Malignant uttiple myeloma cells
overexpresgi-catenin and stimulation with either Wnt3a or Lillduces further
accumulation of nuclearp-catenin and increases cell proliferation [15].
Conversely, Yaccobet al. [16] have shown that Dkk-1 enhanced tumor-induced
bone resorption and multiple myeloma growih vivo, providing conflicting
results about the precise role of the Wntatenin pathway.

After canonical Wnt activationf-catenin is translocated into the nucleus
where together with LEF-1 induces transcriptionatiation [26]. Although the
BCP-ALL cell lines studied here constitutively eegsed LEF-1 mRNA, low
levels of totalp-catenin and predominant membrane distribution wienend in
Nalm-6 and Nalm-16 cells, respectively, stronglyggesting downregulation of
the canonical Wnt pathway in these cells. Seringbal [22] have shown thaf-

catenin is inversely expressed in acute myeloikdeamia (AML) and ALL, nop-
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catenin expression being identified in ALL cellstaimed from formalin-fixed,
paraffin-embedded BM trephines. However, expressidnboth the LEF-1 and
Fzd-3 receptor mRNAs shown here suggest that leukerells are potentially
sensitive to Wnt external stimulation. Thus, altgbuhe canonical pathway is not
constitutively activated, the Wmt/catenin pathway could be used to modulate
leukemic cells behavior.

Wnt3a has been by far the most widely investigatadonical agonist of the
Wnt pathway, even though its role in BCP-ALL remsmincontroversial.
Accordingly, while some authors have described VEn&3 an important mediator
of cell survival and proliferation, others have fau that Wnt3a inhibits
proliferation of BCP-ALL cells but does not modifieir survival rates [20, 21].
In this study, Wnt3a strongly decreased survival letikemic cells without
modifying the cell cycle distribution of viable d¢gl This data is in accordance to a
recent work by Zhaaet al [27] that have shown that lack @fcatenin in BCR-
ABL-transduced hematopoietic cells allows progreasibf B-ALL in a murine
model. In line with this, we found that treatmenittwLiCl, a well-known agent
that mimics canonical Wnt signaling by blocking GSE, also increased
leukemic cell death. Although LiCl is generally tilght to have anti-apoptotic
effects, particularly in neural cells, it has albeen shown to induce apoptotic
death in several cell lines, such as promyelocyleckaemia HL-60 cells,
erytroleukaemia K562 cells, and monkey kidney COS8@lls. The factors
responsible for such apoptotic effects are largefknown, but studies of Van
Gijn et al.[28] have shown that accumulation pfcatenin can induce apoptosis,
further supporting a role fop-catenin in LiCl-mediated cell death. Moreovér,

catenin overexpression by itself can induce apdptosdependently of LEF-1
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[29]. Therefore, canonical activation of the Wnttlpsmay may have a negative
impact on leukemic cell survival. We also demontgdahere that incubation with
the canonical Wnt inhibitors Wnt5a and Dkk-1 wasasated with an increased
cell survival, reinforcing the benefits of canonidgahibition for maintenance of
BCP-ALL cells.

The increased sensitivity to VP-16 induced by Wnt8gether with the
absence of Wnt3a mRNA in all patient samples and loees studied emphasizes
its negative role on leukemic cell survival. BM @tral cells, known to play a
pivotal role on leukemic cell maintenance by promgl survival signals, are also
completely devoid of Wnt3a [30]. Altogether, oursudts clearly suggest that, at
least in our model, Wnt3a behaves asoma fidetumor suppressor gene, inducing
cell death in malignant cells, both under normalnditions as well as after
genotoxic challenge with etoposide.

The mechanism underlying Wnt3a-induced sensititatyetoposide remains
largely unknown. We showed here that none of thet Windulators was able to
modify cell proliferation, and this mechanism isopably not involved in
increased sensitivity. In turn, sensitivity to ebspde could be at least partially
explained by the increased expression of topisoseerda following Wnt3a
treatment, as demonstrated by Khanal [21]. Since etoposide is a specific DNA
topoisomerase-ll inhibitor, the increased amountmafiecular drug target induced
by Wnt3a may increase the sensitivity to this drug.

In contrast to recent findings suggesting that Vénésts a tumor suppressor
gene and its inactivation may confer a poor progn¢31], we found that Wnt5a
protects leukemic cells from chemotherapy-inducetdl @eath. Such apparent

discrepancy may reflect differences between the ef®dised in both studies. In
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line with our findings, Wnt5a has been shown to ilmth the canonical Wnt
pathway by promotingp-catenin degradation through a GSK3independent
mechanism [9]. Here we showed that two other cacedniWnt antagonists (e.qg.
Dkk-1 and SFRP-1), also induce BCP-ALL drug resise& These results support
previous observation [19] showing that the sameooc&al Wnt antagonists are
capable of inducing drug resistance in AML as e#fittly as cell adhesion; in this
work De Toni et al [19] also demonstrated that leukemic cell adheston
osteoblasts induced secretion of SFRP-1, reinfgrai@sistance to chemotherapy
by a double resistance mechanism (adhesion aneMéntiproduction).

Production of Wnt antagonists by leukemic cells BM stroma could
contribute to the protective effects of BM nichegamst chemotherapy in BCP-
ALL. Here, we show the existence of constitutive kbk and SFRP-2 mRNA
expression by CDI9cells from BCP-ALL patients, but not by establighBCP-
ALL cell lines, which may reflect dependency of mpary leukaemia on external
survival signs. The absence of SFRP-2 mRNA in tvatignt samples may be due
to undetectable expression levels or indicate \mliyg among patients.
Importantly, Dkk-1, SFRP-1 and SFRP-2 mRNAs wereressed by normal
stromal cells, which could contribute to BCP-ALLIllcsurvival through crosstalk
between leukemic cells and the supportive BM miomoenment. Although we
could not find Wnt5a mRNA expression neither in B&EBL cell lines nor in
patient samples, a work by Etheridgg al. [30] has demonstrated Wnt5a
expression in BM stromal cells, which could proviént5a signal to leukemic
cells.

In summary, our results strongly suggest that casadnWnt3a behaves as

tumor suppressor gene and inhibition of this pathweay support BCP-ALL cell
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survival. In addition, canonical activation of th&nt pathway may enhance
sensitivity to chemotherapy and its inhibition pros drug resistance. These
results would support the development of novel ¢ded-therapies capable of

inducing leukemic cell death, and enhancing respotts chemotherapy in BCP-

ALL.
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Legends

Figure 1. Overall expression of g-catenin in BCP-ALL cell lines. (Top)
Immunofluorescence microscopical profiles of NALM-ZTells for totalp-catenin
(panel A), DAPI (panel B) and botp-catenin and DAPI (panel C). (Bar = 5 um)
(Bottom of panel A). As shown, the majority @ftcatenin was located at cell
membrane (arrows). Western blot analysis for t@talatenin, (panel D) showed
that Nalm-6 (N6) cells were virtually devoid @fcatenin protein in contrast to
Nalm-16 (N16). For these experiments, Jurkat cekse used as positive control.
Total B-catenin levels (mean + one standard deviationmfrtwo independent
experiments (expressed as arbitrary units; A.Ug ahown in panel E. (p <

.0001 - N6 versus N16).

Figure 2. Wnt3a induces death of Nalm-16 cells whel Wnt5a and Dkk-1
increase their survival. Nalm-16 cells were treated with purified Wnt3a-
canonical agonist or canonical antagonists as atéit. Viability was monitored
by an Annexin V-FITC / Propidium lodide (PI) doubd¢éaining followed by FACS
analysis. Canonical activation reduced BCP-ALL cslirvival while Wnt5a and
Dkk-1 increased survival rates. SFRP-1 did not steosignificant impact on cell
survival. Viability fold change was obtained fronbsolute Annexin-VIPI" cell
count (panel A, arbitrary units) from three indefdent experiments carried out in
triplicate (mean values and standard errors arewaho FACS profiles show
results from 72 hoursand is representative of three independent experisne

(panel B). p<.01 (Mann-Whitney U test)
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Figure 3: Inhibition of GSK-3p by LiCl induces Nalm-16 cell death and this
effect is more pronounced at lower concentrationsfdetal calfserum. Nalm-16
cells were treated with indicated LiCl concentragsowith 10% FCS (A, B) or 1%
FCS (C, D). At the indicated times, viability wasomtored by Trypan dye
exclusion assay. Viable cell number (A, C) and vi&b fold change (B, D) are
depicted. Results (means and standard errors) of itvdependent experiments

carried out in triplicate are shownp< .001 (unpaired Student's t test).

Figure 4. Wnt3a-conditioned medium enhances then vitro sensitivity of

Nalm-16 cells to etoposide. HEK 293T cells transfected with the TCF/LEF
reporter plasmid and conditioned media, were teqiemhel A). Nalm-16 cells
were simultaneously treated with 1uM etoposide aittder 10% L-control or L-

Wnt3a conditioned medium as indicated (panels BDjo At the indicated times,
viability was measured by Trypan dye exclusion. @&tonditioned medium
activated the Wnt pathway (arbitrary units) (pawglinducing a decrease in the
number of viable cells (panel B) but not in overaléll number (panel D).
Viability fold change was calculated from absoluéanexin-V/PI" cell count

(panel C, arbitrary units). Results (means and ddah errors) of two independent

experiments carried out in triplicate are showp< .01 (Mann-Whitney U test)

Figure 5. Wnt3a increases Nalm-16 sensitivity to etoposide vk treatment
with canonical Wnt antagonists induces drug resistace. Nalm-16 cells were
treated with 10M VP-16 plus either purified Wnt3a-canonical agdnisr
canonical antagonists, as indicated. Viability wasnitored by Annexin V-FITC /

Propidium lodide (Pl) double staining followed byAES analysis. Canonical
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activation strongly increased cell death while aaical inhibition protected cells
from etoposide-induced cell death. Viability foldhange was obtained from
absolute Annexin-VPI cell count (panel A; arbitrary units). Results @nevalues

and standard errors) of two independent experimeatsied out in triplicate are
shown. FACS profile shows results from 48 h andrépresentative of two

independent experiments (panel B). *p< .05 (ManniWdy U test).

Figure 6. Activation or inhibition of Wnt pathway does not modify
significantly the Nalm-16 cell proliferation status Nalm-16 cells were treated
with recombinant proteins and DNA contents wereed®ined by Pl staining at
indicated times. Activation or inhibition of the Wpathway had no impact on the
cell cycle distribution of viable cells. Results €an value and standard error) of

two independent experiments carried out in tripigcare shown.

Figure 7. Gene expression profiles: mMRNA expression patternfaVnt pathway

members from childhood BCP-ALL cells. Total RNA was extracted from
leukemic cells and normal bone marrow stromal ¢edBNA was synthesized and
used with gene-specific oligonucleotide primers fBICR amplification, as
specified. Negative control (C- or cPCR) and patisamples (A-E; A: BIll / Pre-

B ALL, B, C and E: Bll/f common ALL; D: Bl / Pro-B BL) are indicated.

OBS: As figuras sdo as mesmas apresentadas no corga tese e, por isso, nao

sao repetidas aqui.
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Table 1. RTPCR Primers used for the detection of Wnt signalpathway
members

Primer Forward (5'- 3’) Reverse (5’-3’) Tm Produc
t Size
Wnt5a TTTTTCTCCTTCGCCCAGGTT GGCTCATGGCGTTCACCA 57.5 358 pb
GT C
Wnt3a CTTTGCAGTGACACGCTCAT  GTGCTTCTCCACCACCATCG3 234 pb
T
Fzd-3 GCTGTACTCACAGTTAACATG GCTAAAATACCCTTGCTG 56 455 pb
ATTT
LEF-1 CCAGCTATTGTAACACCTCA TTCAGATGTAGGCAGCTG 57.5 420 pb
TC
Dkk-1 TGGTCCAAGATCTGTAAACCT CTGGCTTGATGGTGATCTT 67.5 149 pb
GTCC TCTGTA
SFRP-1 CCAGTTTGCATTTGGATGTG GGTCAGAACGGCCAGTAT 57.5 187 pb
GT
SFRP-2 GCCTCGATGACCTAGACGAG GATGCAAAGGTCGTTGTC 57.5 152 pb
CT

GAPDH ATCACCATCTTCGAGGAGCG CCTGCTTCACCACCTTCTT 57.5 571 pb
G
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SUMMARY

Objective. Several epidemiological studies have provided ewoge that
administration of nonsteroidal antiinflammatory dsu (NSAIDs) could have
therapeutic effect in cancer and induce apoptasisalignant cells. Our goal was
to evaluate the biological effect of Etodolac treant on proliferation and cell
survival in B-cell precursor acute lymphoblastickemia (BCP-ALL) cells.

Materials and Methods. Nalm-16 and Nalm-@BCP-ALL cell lines were
treated with Etodolac or NS-398, a specific COXnhibitor. After 24, 48 and 72
h, viability was measured by Trypan dye exclusi@say and by double staining
with Annexin V-FITC and Propidium lodide (PI), folved by FACS acquisition.
DNA content was determined by flow cytometry affdrstainingat 24, 48 and 72
hours.

Results. Racemic Etodolac strongly induced cell death inhb8CP-ALL
cell lines P<0.05). The cytotoxic activity of Etodolac was naotluced by a COX-
[I-dependent mechanism, since treatment with NS-3@& no effect on cell
survival. Etodolac treatment also decreased cedlifgration in Nalm-16 BCP-
ALL cell line through a COX-Il independent mechamisin a time-and dose-
dependent manneP€ 0.0001).

Conclusions. Ours findings indicate that Etodolac is cytotoxiedablocks
tumor cell growth in BCP-ALL through a COX-Il indepdent mechanism. We
suggest that Etodolac might be efficient as an aaju therapy by reducing tumor

bulk and may induce consequently the cell cycleyaof dormant leukemia cells.

Keywords: B- cell precursor Acute Lymphoblastic kemia, Etodolac,

Apoptosis, Tumor growth, Treatment.
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Introduction

B-cell precursor Acute lymphoblastic leukemia (BBBL) is a malignancy
characterized by progressive accumulation of immeatlonal B cell precursors in
the bone marrow (BM). Nowadays, around 80% of alvly diagnosed pediatric
patients become long- term survivors after adequatailti-agent chemotherapy
protocols administrated according to the individpatient risk category [1].

Nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) ardaage group of drugs
with analgesic, antipyretic and anti-inflammatoryroperties [2]. Several
epidemiological studies have provided evidence tadministration of NSAIDs
could have a prophylactic effect against some censech as sporadic colorectal
cancer [3, 4], lung cancer [5] and leukemia [6]ud@es of animal models have
also shown that these drugs could suppress coloninmgenesis [7]. Indeed,
various NSAIDs have been shown to induce apoptimsisalignant cells [8, 9].

Etodolac is a safe NSAID used for osteoarthritiseumatoid arthritis and
for management of acute pain for more than twerdgrg [2, 10].Etodolac is a
racemic mixture of two enantiomers, R and S, eaahe owith different
pharmacological properties [11]. The most studiealenular target of NSAIDs is
the cyclooxigenase (COX), as proposed by Vane [X2DX is a key enzyme
required for prostaglandin synthesis and is traibect from two different genes.
The two described proteins are COX-l, the consitvely expressed one, and
COX-ll, the inducible one. Besides its role in @fimation, COX-Il has been
found to be overexpressed in cancer of colon [14], breast [15], lung [16, 17],
pancreas [16] and mucous membranes of head and [tk 18, 19]. It is
apparently relevant in tumor progression.

Increasing evidence has demonstrated that NSAIDy alao exert their
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effects through COX-independent mechanisms [9, Z0je of these targets is the
peroxisome proliferators-activated receptor (PPARMily of nuclear receptors
that function as ligand-dependent transcriptiontdes [21]. Three subtypes of
PPAR @, B/6, y) have been identified which exhibit distinct tigsdistribution and
are associated with selective ligands. RecentlyARPwas found to be expressed
in human B-ALL and treatment with PPARigands induced growth inhibition and
apoptosis [22].

Here, we describe that racemic Etodolac treatmemcrehses cell
proliferation and induces apoptosis in BCP-ALL cdihes. These effects are
COX-Il independent since treatment with NS-398, @>CII inhibitor, has not
shown any of the effects observed. These resultsdcencourage clinical trials to
ensure the clinical benefits of Etolodac treatmepotentially as an adjuvant

therapy.
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Materials and Methods

Leukemia cell lines

BCP-ALL cell lineswere kindly provided by Dr. Maria Isabel Doria Ross
(Federal University of Rio de Janeiro, Brazil). Nall6 and Nalm-6 had been
originally established from peripheral blood of B®@RL relapsed patients.
According to the EGIL criteria, Nalm-16 and NalmaBere characterized as
Bll/common BCP-ALL (CALLA") and BIIl/Pre-B ALL, respectively [23]. Cell
lines were maintained in RPMI-1640 medium (SigmakAdh, St. Louis, MO,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FESjtilab, Campinas, SP,
Brazil), 100 U/ml G sodium penicillin, 100 pg/mlreptomycin, 2 mM L-
glutamine, 1 mg/ml sodium pyruvate, 40 UM essenéialino acids, and 40 uM
non-essential amino acidall from Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA). (pH =

7.2).

Etodolac Treatment. Racemic Etodolac was purchased from Sigma-
Aldrich. The drug was dissolved in dimethylsulfoeidDMSO, Sigma-Aldrich)
and diluted in culture medium immediately beforeeuslaim-16 or Nalm-6 cells
were plated at 3 x POcells/ml in 24-well plates. They were treated wizGO or
500 uM Etodolac and compared to cells maintaineddMSO. In parallel, we
treated cells with NS-398 (Biomol, Plymouth MeetimRA, USA), a specific COX-

[l inhibitor, added at 10 uM concentration to thesdribed cell culture medium.

Cell Cycle and Cell Death Analysis.After 24, 48 and 72 h culture cells

were collected and their viability was measured Toypan dye exclusion assay.
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Double staining with Annexin V-FITC (1:10 dilutiorMolecular Probes, Eugene,
OR, USA) for apoptotic cells and Propidium lodidel;( Sigma-Aldrich) for dead
cells, done according to manufacturer’'s instrucsiorwas followed by data
acquisition using a FACSCalibur flow cytometer (BDBan Jose, CA, USAA
total of 30.000 events were acquired. DNA conterdaswmonitored by flow
cytometry after Pl staining using the method of d&fov et al [24] at 24, 48 and
72 hours. Cells with sub-diploid DNA content (sul®Gwere excluded from cell
cycle analysis. A total of 10.000 events were aopegiiwithin live cells-gate. All

FACS data were analyzed using Infinicyt softwargt@@nos, Salamanca, Spain).

Statistical Methods. Statistical significance was determined using non-
parametric Mann-Whitney U test, using Prism 2.0l}ftware (GraphPad, San

Diego, CA, USA).P<0.05 was considered statistically significant.
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Results

Racemic Etodolac induces cell death in BCP-ALL teks through a COX-

[l independent mechanism

In order to test the impact of Etodolac treatmemtBICP-ALL cell survival,
we treated Nalm-16 and Nalm-6 with increasing dragncentrations and
compared to the vehicle (DMSO). We found that thesayed Etodolac doses
strongly reduced viable cell expansion in both diles tested (Fig. 1, A and C).
Etodolac treatment also decreased the total celhbwmr (Fig. 1, B and D),
suggesting a potentially relevant impact on slowtnghor growth. Since some of
the effects of NSAIDs have been associated with @OiXhibitory activities, we
tested this hypothesis incubating BCP-ALL cells wiNS-398, a well-known
COX-Il inhibitor. The cytotoxic activity of Etodotawas not induced by a COX-
[I-dependent mechanism (Fig.1, A-G). In order tdatbeunderstand the kinetics of
Etodolac-induced cell death, we used Annexin-V/Bulle staining to identify all
cell death stages. FACS analysis revelead that démdtreatment reduced cell
survival, confirming the cytotoxic activity of Etotac (Fig. 1, E) and revealed
that this drug acts in a dose-dependent manner. (Eidc). Immunophenotyping
showed that Etodolac induced early apoptosis (Am&&/PI” staining) at 24
hours (data not shown). During cell culture progres, the treated leukemia cells
were found in the late apoptosis (AnnexififRl") and the necrosis stage
(Annexin-V/PI"), as observed at 72 hours (Fig. 1, G). None ofdtwetrols or NS-
398 modified the basal-cell death profile durind akperiments. Our results

clearly showed that Etodolac is cytotoxic to BCP{Atell lines.
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Racemic Etodolac decreases cell proliferation inlidd6 BCP-ALL cell
line through a COX-Il independent mechanism in meiand dose-dependent

manner

Since Etodolac treatment led to overall reductioh cell number, we
decided to evaluate whether this treatment alsouteddd cell cycle dynamics. No
difference was found at 24 hours, but at 48 houesfewnd a marked difference in
the S/G2/M fraction when comparing controls to tiheated cells (Fig. 2, A-C).
Figure 2B shows the S/G2/M change as compared tdreks. Both drug doses
decreased cell proliferation, and this effect wasrenpronounced at the higher
dose (Fig. 2, A and B). Etodolac reduced S/G2/Mcfiien by 35% at 250 uM,
while 500 uM reduced it by 50%. (Fig 2, B). The @static activity of Etodolac

was independent of COX-Il inhibition (Fig.2, A-C).
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Discussion

The design of new therapeutic strategies in BCP-Ad Ipivotal to improve
survival of patients with high risk of relapse, atal reduce the therapy side-
effects in patients with low risk of relapse.

Here, we described for the first time to our knoslde the use of Etodolac,
a classical NSAIDs, against BCP-ALL. Etodolac inddca considerable decrease
of cell survival and of the overall cell number.i¥tcytotoxic effect suggests that
patients could benefit from Etodolac treatment @duce the tumor bulk. We also
showed that Etodolac dramatically decreased cedlifgration status in a dose-
dependent manner, as found by low S/G2/M fractitierareatment. Although this
is desirable in order to block tumor growth, thisllecycle blockage effect may
have important consequences on clinical managem&ihce conventional
chemotherapy is preferentially directed to proléfeve cells, the use of Etodolac
may reduce efficiency of these drugs. An optimizggpbroach could be the use
Etodolac in the first seven days of treatment. MosSBCP-ALL therapy protocol
guidelines recommend administration of prednison@l@xamethasone during this
period of time [25, 26, 27]. Since this is a cejcle-independent drug it could be
combined with Etodolac, which could strongly helpducing tumor bulk and
induce the cell cycle entry of dormant leukemialseh the first seven days of
treatment.

We have shown that these effects were not mediatedOX-Il enzyme,
since treatment with NS-398, a specific COX-Il inior, had no effect on cell
survival or cell cycle. The mechanism of Etodolati@an remains unknown. One

possibility could be the PPAR-nuclear receptor, which was recently found to be
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expressed in BCP-ALL cells, and treatment with PPARgands led to growth
inhibition and apoptosis [22]. Future works shouidcus on other COX-IllI-
independent mechanisms of action and also performivo animal studies and
clinical trials to validate the efficacy and evateasecurity of this drug on BCP-
ALL patients.

Taken together, our findings suggest that Etodohaght be efficient in the

treatment of BCP-ALL, by inducing apoptosis anddKimg tumor cell growth.
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Fig 1. Etodolac induces cell death in BCP-ALL cell lindgough a COX-II
independent mechanisnNalm-16 or Nalm-6 were treated with 250 or 500 puM
Etodolac and compared to vehicle controls. The aftd a COX-II inhibitor NS-
398 was also evaluated. Viability was monitored Trypan dye exclusion and
assessed by Annexin V-FITC / propidium iodide (Bduble staining followed by
FACS analysis.Viability fold change was obtainednr absolute Annexin VYPI
cell number count. Etodolac reduced cell viable amgion of Nalm-16 (A) and
Nalm-6 cells (C) and also reduced total cell expam®of Nalm-16 (B) and Nalm-6
cells (D). Results represent three independent exyants carried out in triplicate;
mean values and standard errors are shown. FACysasaevealed that Etodolac
treatment reduced leukemic cell viability (E-G). aWility change at 72 hours
evaluated by immunophenotyping is shown in F (Awy Units). The * refers to
significant statistical differences between comdraind treated cells, and between
different drug doses. These effects were not mediaby COX-II inhibitory
activity (A-G). Results of two independent experim carried out in triplicate;
mean values and standard errors are shown. FACBlgghows results from 72
hours and is representative of one experiment &hicle 250 and Vehicle 500
are controls of Etodolac 250 uM and Etodolac 500, y®kpectively "P< 0.05

(Mann-Whitney U test)
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Fig 2. Racemic Etodolac mediates cell growth inhibitiomotingh a COX-II
independent mechanism in a time- and dose-dependwmner. Nalm-16 cells
were treated with 250 or 500 uM Etodolac and coregao vehicle controls. The
effect of a COX-Il inhibitor (NS-398, 10 uM) wassal evaluated. DNA content
was determined by PI staining at indicated timetmdBlac treatment dramatically
reduced S/G2/M percentage in a time- and dose-digggnmanner and this effect
was not mediated by COX-Il inhibitory activity (AJCB shows S/G2/M change at
48 hours and the * represents statistical diffeeenbetween the drug
concentrations and between controls and treateld ¢atbitrary units). Results of
two independent experiments carried out in tripigcamean values and standard
errors are shown. FACS profile shows results fro8nhdurs and is representative
of one experiment (C). Vehicle 250 and Vehicle %@ controls of Etodolac 250

UM and Etodolac 500 pM, respectivel{P< 0.0001 (Mann-Whitney U test)

OBS: As figuras sdo as mesmas apresentadas no corga tese e, por isso, nao

sao repetidas aqui.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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